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varne vode. Prav tako je vzrok za ogromne finančne izgube ter predstavlja veliko 
breme za javno zdravje. V magistrski nalogi smo pripravili različne modelne 
sisteme na mezo skali z vsemi ključnimi elementi vodovodnih sistemov. Prav 
tako smo optimizirali metodo, ki pri odsotnosti pretoka omogoča tvorbo večjih 
količin različno zrelih biofilmov na površini PMMA stekelca. To nam je 
omogočalo proučevanje: (i) učinkovitosti različnih tokovnih razmer pri 
preprečevanju biološkega obraščanja, (ii) učinkovitosti različnih tokovnih 
razmer pri odstranjevanju že ustanovljenih biofilmov in (iii) učinkovitosti 
različnih oblik hidrodinamske kavitacije pri uničenju planktonskih bakterij 
modelnega mikroorganizma E. coli. Ugotovili smo, da industrijsko relevantne 
tokovne razmere ne omogočajo učinkovitega odstranjevanja že ustanovljenih 
biofilmov, in ne preprečijo biološkega obraščanja. Prav tako smo ugotovili, da s 
spiranjem pri povišanih pretokih ni mogoče v celoti odstraniti biofilmov v 
vodovodnih sistemih. Z uporabo logističnega modela smo opisali vpliv lokalnih 
tokovnih razmer na odstranjevanje in strukturiranost biofilmov. Opazili smo, da 
fenotipsko prilagajanje na lokalne tokovne razmere znatno prispeva k mehanski 
stabilnosti biofilmov. Prav tako smo opazili, da tok fluida mimo mrtvega kanala 
povečuje snovni prenos in naplavljanje planktonskih bakterij v mrtvi rokav. Ko 
so znotraj mrtvega rokava biofilmi enkrat ustanovljeni, jih je s tokovnimi 
razmerami v glavnem kanalu nemogoče odstraniti in predstavljajo kronični vir 
za kolonizacijo preostalega vodovodnega sistema. Hidrodinamska kavitacija ni 
učinkovito uničila planktonskih bakterij. 
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Biofouling makes it difficult to provide microbiologically and chemically safe 
water. Furthermore, it is the cause of enormous financial losses and poses 
challenges to public health. In this thesis, we prepared several model water 
distribution systems on a mesoscale with all the key elements. We have 
optimized a method that, under stagnant conditions, allows for the formation of 
large quantities of differently mature biofilms on PMMA slides. This allowed us 
to study (i) the effectiveness of different flow regimes in preventing biofouling, 
(ii) the effectiveness of different flow regimes in removing already established 
biofilms, and (iii) the effectiveness of various forms of hydrodynamic cavitation 
in destroying planktonic bacteria of a model microorganism E. coli. We have 
found that industrially relevant flow regimes are insufficient for the removal of 
already established biofilms or for biofouling prevention. We have also observed 
that it is practically impossible to completely remove biofilms in water 
distribution systems with increased volumetric flow rates. We have used a 
logistic model to describe the structuring and removal of biofilms as a response 
to the local flow conditions. Furthermore, we have observed that phenotypic 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
µ   dinamična viskoznost 
A   površina 
a.u.   absorbančne enote 
A1   začetna mejna vrednost x za logistično funkcijo 
A2   končna mejna vrednost x za logistično funkcijo 
AHL   N-acil-homoserin-lakton 
ANOVA  analiza variance (ang. analysis of variance) 
AOP   napredni oksidacijski postopek (ang. advanced oxidation process) 
B   hitrost rasti logistične funkcije 
CFD   računska dinamika fluida (ang. computational fluid dynamics) 
CFU   število kolonij (ang. colony forming units) 
D   značilna dimenzija geometrije 
Dh   hidrodinamski premer 
Di   stopnja redčitve 
DIC   diferencialni interferenčni kontrast (ang. differential interference 
contrast) 
E. coli   Escherichia coli 
EC10 efektivna koncentracija pri 10 % inhibiciji (vrednost neodvisne 
spremenljivke x, ki bo dosegla 10 % maksimalne vrednosti 
odvisne spremenljivke y) 
EC90 efektivna koncentracija pri 90 % inhibiciji (vrednost neodvisne 
spremenljivke x, ki bo dosegla 90 % maksimalne vrednosti 
odvisne spremenljivke y) 
EPS zunajcelične polimerne snovi (ang. extracellular polymeric 
substances) 
f   električna frekvenca 
F vrednost F, ki jo pridobimo kot rezultat analize variance (v 
primeru, ko je vrednost F višja od kritične vrednost F, zavrnemo 
ničelno hipotezo) 
Fd   vlečna sila 
FL   fluorescenčna mikroskopija 
Gfp   zelena fluorescirajoča beljakovina (ang. green fluorescent protein) 
gfp-E.coli z zelenim fluorescenčnim proteinom označena E. coli MG1655, 
DE3 
h   višina 
H2O2   vodikov peroksid 
HCl   vodikov klorid 
KCl   kalijev klorid 
KH2PO4  kalijev dihidrogenfosfat 
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kL   koeficient snovnega prenosa 
Km   kanamicin sulfat 
LB   bogato tekoče gojišče (ang. lysogeny broth) 
LL   dimenzija koncentracijske mejne plasti 
LPS   lipopolisaharid (ang. lipopolysaccharide) 
Mp   megapiksel 
mRNA sporočevalna ribonukleinska kislina (ang. messenger ribonucleic 
acid) 
Na2HPO4  natrijev hidrogenfosfat 
NaCl   natrijev klorid 
NaOH   natrijev hidroksid 
NTM   netuberkulozne mikobakterije (ang. nontuberculous mycobacteria) 
OD650   optična gostota, pri valovni dolžini 650 nm (ang. optical density) 
OH-   hidroksidni ion 
P   dolžina omočenega roba 
PBS   fosfatni pufer (ang. phosphate-buffered saline) 
PCA   neselektivno trdno gojišče (ang. plate count agar) 
PE   polietilen  
PGA   polimer β-1,6-N-acetil-D-glukozamin 
PMMA  polimetil metaakrilat 
PVC   polivinil klorid 
Q   prostorninski pretok 
R   polmer 
r   koeficient korelacije 
RANS   ang. Reynolds-Averaged Navier-Stokes 
Re   Reynoldsovo število 
Recr   kritično reynoldsovo število 
RNA   ribonukleinska kislina (ang. ribonucleic acid) 
Sh   število Sherwood 
SST k-ω  turbulenčni model (ang. shear stress transport k-ω) 
STEC E. coli, ki proizvajajo Shiga-toksin (ang Shiga toxin-producing E 
coli) 
u   hitrost toka 
UV   ultravijolični spekter svetlobe 
v   kinematična viskoznost 
w   širina (ang. width) 
x0   vrednost x središča sigmoide 
α   stopnja značilnosti 
τrob   strižna napetost ob steni 
τs   lokalna strižna napetost 
τw   strižna napetost ob steni 
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Biofilm - prevladujoča oblika življenja bakterij v naravnem okolju. Sestavljeni so iz 
mikrobnih združb, ki se pogostokrat zbirajo na interfazah med tekočino in površino, ter 
so obdani v matriks visoko hidriranih zunajceličnih polimernih substanc. 
Biološko obraščanje - nezaželeno kopičenje biološkega materiala na površinah. 
Mikroorganizmi se v tem primeru razmnožujejo na račun biološko razgradljivih snovi in 
jih naprej pretvarjajo v proizvode presnove in biomaso. 
Fluid – faza snovi, ki zajema kapljevine, pline in plazme. 
Hidrodinamska kavitacija – proces uparjanja, tvorbe mehurčkov in njihovo nadaljnje 
sesedanje, ki se odvija v gibajoči kapljevini kot posledica spreminjajočega se lokalnega 
tlaka. 
Konvekcija – pojav snovnega in toplotnega prenosa, kjer se gibajo molekule v tekočini. 
Pojav združuje difuzijo (naključno Brownovo gibanje posameznih delcev) in advekcijo 
(usmerjeno gibanje molekul v tekočini). 
Laminarni tokovni režim – tokovni režim, opredeljen s tokovnicam, ki se med seboj 
ne mešajo. V laminarnem toku tečejo delci tekočine na urejen način vzdolž poti, gibalna 
količina in energija pa se preko molekularne difuzije prenašata preko pretočnih linij. Za 
laminarni tok je značilna visoka stopnja difuzije in nizka stopnja konvekcije. 
Mejna plast – koncept, ki se nanaša na plast fluida ob neposredni bližini omejujoče 
površine, kjer so učinki viskoznosti in s tem strižnih sil pomembni. 
Mezo skala – koncept, ki se nanaša na razred velikosti (modelnega) vodovodnega 
sistema. Razred velikosti mezo skale je večji od mikro skale (kamor sodijo mikrofluidni 
kanali) in manjši od makro skale (kamor sodijo realni vodovodni sistemi). 
Mrtvi rokav – nezaželjena območja znotraj vodovodnih sistemov kjer nastopijo pogoji 
z odsotnim pretokom in lahko predstavljajo 25 % ali več celotne infrastrukture 
vodovodnih sistemov. 
Odcepitev – način odstranitve biofilmov s površine zaradi okoljskih dejavnikov 
(predvsem zaradi delovanja strižnih sil). Odcepitev lahko poteka preko erozije 
(odcepitev posameznih celic) in/ali luščenja (odcepitev večjih kosov). 
Pogoj brez zdrsa (v prostem prevodu. Ang. no-slip condition) – pogoj, ki 
predpostavlja, da je hitrost viskoznih fluidov ob omejujoči površini enaka nič relativno 
na hitrost omejujoče površine. 
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Prehodni tokovni režim – mešanica laminarnega in turbulentnega tokovnega režima, 
ki je opredeljen z Reynoldsovim številom. 
Računska dinamika fluida (ang. computational fluid dynamics) – uporaba 
numerične analize in podatkovnih struktur za analizo in reševanje problemov, ki se 
tičejo tokov fluidov. 
Raztros – ključen korak življenjskega kroga biofilma kjer se celice odstranijo iz 
kolonije biofilma. Omogoča širjenje in kolonizacijo novih površin. 
Reynoldsovo število – brezdimenzijsko število, ki pomaga napovedovati tokovne 
razmere. Podaja razmerje med vztrajnostnimi in viskoznimi silami. Pri nizkih 
Reynoldsovih številih prevladuje laminarni tok med tem ko pri višjih Reynoldsovih 
številih prevladuje turbulentni tok. Predstavlja tudi brezdimenzijski parameter za hitrost 
toka. 
Sekundarni tok - sorazmerno majhen tok, ki se prekriva s primarnim tokom, pri čemer 
se primarni pretok običajno zelo ujema z vzorcem toka, predvidenega z uporabo 
preprostih analitičnih tehnik, med tem ko se sekundarni tok ne sklada s predvidevanji. 
Snovni prenos – neto gibanje snovi iz enega mesta na drugo 
Stagnacija – mesto v tokovnem polju, kjer je hitrost fluida enaka nič. Pri takšnih 
razmerah nastopi propad snovnega in toplotnega prenosa. 
Strižna sila – sila, ki se ustvari v tokovnem polju zaradi toka tekočine in poteka 
tangencialno na površino. 
Število Sherwood – brezdimenzijsko število, ki podaja razmerje med snovnim 
prenosom kot posledica konvekcije in snovnim prenosom kot posledica difuzije 
Turbulentni tokovni režim - tokovni režim, opredeljen z nepravilnim (kaotičnim) 
gibanjem. Tokovnice se pri takem toku med seboj mešajo. V turbulentnem toku tečejo 
delci tekočine na neurejen način vzdolž poti in prisotna je bistveno višja stopnja 
lateralnega mešanja. Turbulentni tok opredeljujejo tudi recirkulacija, vrtinčenje in 
naključje. Za turbulentni tok je značilna nizka stopnja difuzije in visoka stopnja 
konvekcije. 
Zunajcelične polimerne substance – naravni polimeri z višjo molekulsko težo, ki jih 
mikroorganizmi izločajo v svoje takojšnje okolje in tvorijo visoko hidriran matriks. 
Zunajcelične polimerne substance sestojijo predvsem iz polisaharidov, beljakovin, 
lipidov ter nukleinskih kislin. 
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1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI NALOGE 
Neoporečna pitna voda je osnovna človeška potreba, njeno zagotavljanje pa sodi med 
najpomembnejša vprašanja v državah po celotnem svetu. Glavni izziv industrije pitne 
vode je zagotoviti izdelek, ki je mikrobiološko in kemično varen z ustreznimi 
organoleptičnimi lastnostmi (Liu in sod., 2016). Dostop do neoporečne pitne vode 
predstavlja velik izziv, predvsem v državah v razvoju, kjer so okužbe, povzročene s 
patogenimi bakterijami in virusi, med glavnimi vzroki za smrt prebivalcev (Šarc in sod., 
2018). 
Patogeni mikroorganizmi pogostokrat izvirajo iz biofilmov, ki so posledica biološkega 
obraščanja v vodovodnih sistemih. (Costerton in sod., 1987). Biofilmi so potencialen vir 
bakterijske kontaminacije in lahko predstavljajo več kot 95 % celotne biomase, medtem 
ko je samo 5 % biomase prisotne v planktonski obliki. V mnogih primerih biofilmi 
vplivajo tudi na motnost, okus, vonj in barvo vode (Hallam in sod., 2001; Servais in 
sod., 1995). Rast biofilmov poveča upor toka (Cowle in sod., 2014), kar dolgoročno 
vpliva na hidravlično učinkovitost distribucijskega omrežja za pitno vodo. Poleg tega 
biofilmi v mnogih primerih izločajo kislinske metabolite, ki korodirajo betonske in 
kovinske cevi (Beech in Sunner, 2004; Emde in sod., 1992; Liu in sod., 2016; 
Starosvetsky in sod., 2001). Povezava med biološkim obraščanjem in hidrodinamskimi 
razmerami znotraj vodovodnih sistemov (Drescher in sod., 2013; Flemming, 2011; 
Moreira in sod., 2013; Purevdorj in sod., 2002; Simões in sod., 2007; Stoodley in sod., 
1998) je relativno dobro poznana na manjših laboratorijskih sistemih in tokovnih 
režimih, ki niso primerljivi z dejanskimi razmerami v vodovodnih sistemih. Zaradi tega 
smo pripravili modelni vodovodni sistem na večji mezo skali z vsemi ključnimi 
elementi (ventili, črpalka, zalogovnik, glavni in slepi kanali), znotraj katerega smo 
proučevali vpliv hidrodinamskih razmer na rast in razvoj biofilmov modelnega 
organizma Escherichia coli (v nadaljevanju E. coli) MG1655, DE3, ki proizvaja zeleno 
fluorescirajočo beljakovino (ang. green fluorescent protein; gfp), pod kontroliranimi 
pogoji pri industrijsko relevantnih tokovnih razmerah. 
Odstranitev mikroorganizmov iz vodovodnega sistema lahko dosežemo z različnimi 
kemičnimi in fizikalnimi sredstvi (White, 1992). Slabosti teh tehnik so običajno večje 
od njihovih učinkovitosti (Minear in Amy, 1996; Simpson in Hayes, 1998). Na primer, 
klor, ki se pogosto uporablja kot dezinfekcijsko sredstvo, povzroči tvorbo mutagenih in 
rakotvornih snovi (trihalometani) v vodi (Mezule in sod., 2009). Poleg tega, da ostajajo 
nesprejemljivi ostanki razkužila, so kemijske metode tudi omejene s strani snovnega 
prenosa, kar povzroča nižjo stopnjo dezinfekcije. Prav tako nekatere vrste 
mikroorganizmov tvorijo kolonije in spore, ki se kopičijo v skupke. Kemična obdelava 
takšnih skupkov lahko uniči mikroorganizme na površini, vendar ostanejo organizmi v 
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notranjosti nedotaknjeni. Poleg tega je učinkovitost kemijskih metod odvisna od 
številnim dodatnim dejavnikom (npr. temperatura, motnost, odpornost mikrobov na 
kemijski agens). Tehnike, ki temeljijo na dezinfekciji s povišano temperaturo, so 
finančno potratne in predvsem neučinkovite (Kosel in sod., 2017). Pomanjkljivost 
tehnik, ki temeljijo na dezinfekciji z uporabo ultravijoličnega (UV) sevanja je ta, da 
postanejo manj učinkovite, ko se mikroorganizmi nahajajo znotraj agregatov ali v obliki 
biofilma (Oliver in Cosgrove, 1975). Prav tako je moč te tehnike omejena v raztopinah, 
ki povzročajo sipanje vpadne UV svetlobe (Parker in Darby, 1995) ali v tistih 
raztopinah, ki lahko absorbirajo vpadno UV svetlobo (Harris in sod., 1987), ali kadar so 
mikroorganizmi sposobni fotoreaktivacije (Harris in sod., 1987).  
Hidrodinamska kavitacija se je v zadnjem desetletju izkazala kot učinkovita alternativa 
za odstranjevanje bakterij (Adewuyi, 2005; Garcia-Segura in sod., 2015; Li in sod., 
2015; Sivakumar in Pandit, 2002). Kavitacija, zaradi sesedanja mehurčka lokalno 
ustvarja vroče točke, tlačne razlike, reaktivne proste radikale in turbulence povezane s 
cirkulacijo tekočine, kar ponuja potencialno učinkovito orodje za razkuževanje vode. 
Uporaba ultrazvočnih reaktorjev za mikrobno dezinfekcijo je dobro raziskana (Mason in 
sod., 2003; Phull in sod., 1997; Piyasena in sod., 2003), bistveno slabše pa je raziskana 
uporaba hidrodinamske kavitacije, ki v primerjavi z akustično kavitacijo omogoča lažjo 
aplikacijo v obsežnejšem merilu (Gogate, 2002, 2008; Gogate in Pandit, 2004). 
Nedavno je bil opažen učinek hidrodinamske kavitacije na uničenje planktonskih 
bakterij (Šarc in sod., 2018). Učinek hidrodinamske kavitacije na mikrobne biofilme ni 
znan. 
Spiranje pri povišanih Reynoldsovih številih sodi med bolj učinkovite načine 
odstranjevanja biofilmov iz vodovodnih sistemov (Flemming, 2011; Liu in sod., 2016; 
Simões L. C. in Simões M., 2013). Čeprav se tovrstni načini že uporabljajo v praksi, je 
bilo do sedaj izvedenih le malo raziskav, kjer so pod nadzorovanimi pogoji proučevali 
učinkovitost postopka na že dozorelih biofilmih. (Douterelo in sod., 2013; Douterelo in 
sod., 2014; Liu in sod., 2017; Van Bel in sod., 2019). V magistrskem delu smo zato 
proučili vpliv tokovnih razmer na odstranjevanje predhodno tvorjenih biofilmov 
(nezrelih in dozorelih) in na rast novih biofilmov na dezinficiranih površinah, z 
namenom ocenitve učinkovitosti metode, ki se rutinsko uporablja za odstranjevanje 
biofilmov v vodovodnih sistemih. Mikroorganizme, ki smo jih zaradi spiranja sprostili 
iz biofilmov v obtok, smo nato v nadaljevanju s hidrodinamsko kavitacijo uničevali. 
Rezultati te naloge bodo uporabni pri razvoju nove, učinkovite, okolju prijazne in 
ekonomsko varčne metode za odstranjevanje bakterij ter preprečevanje biološkega 
obraščanja znotraj vodovodnih sistemov. 
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• Določiti vpliv tokovnega režima na rast biofilma v modelnem vodovodnem 
sistemu. 
• Določiti vpliv tokovnega režima (laminarni/prehodni/turbulentni) na 
odstranjevanje in strukturiranost dozorelih biofilmov. 
• Določiti vpliv hidrodinamske kavitacije na planktonske bakterije v modelnem 
vodovodnem sistemu. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
• V turbulentnem tokovnem režimu bodo novo nastali biofilmi tanjši, kot v 
laminarnem režimu. 
• Turbulentni tok tekočine bo učinkovitejši pri odstranjevanju dozorelega 
bakterijskega biofilma v primerjavi z laminarnim tokom tekočine. 
• S hidrodinamsko kavitacijo lahko uspešno uničimo planktonske bakterijske 
celice, ki so odstranjene iz biofilma. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ZGRADBA VODOVODNIH SISTEMOV 
Sistemi za distribucijo pitne vode so zasnovani tako, da dobavljajo vodo iz vira 
(običajno čistilnega obrata) do posameznih potrošnikov v območju storitve. Voda, ki 
mora biti ustrezne kakovosti, se dobavlja do posameznih potrošnikov v zahtevani 
količini in ob zadovoljivem pritisku. Infrastruktura za pitno vodo je običajno sestavljena 
iz rezervoarjev in mreže cevi, črpalk, ventilov ter drugih priključkov kot so naprimer 
izmenjevalci toplote (Alperovits in Shamir, 1977; Clark, 2011; Kumar in sod., 2015). 
Rezervoarji zagotavljajo skladiščne zmogljivosti za zadovoljevanje nihanj v porabi, 
požarne rezerve in druge izredne razmere ter izenačevanje pritiskov v distribucijskem 
sistemu (Kumar in sod., 2015). Večji del vode v rezervoarjih je namenjen varstvu pred 
požarom, kar zaradi nerednega obratovanja lahko vodi do staranja vode in težav z 
mešanjem. Slednje lahko povzroči razslojevanje ali tvorbo večjih mirujočih con znotraj 
vodovodnega sistema in lahko vodi do poslabšanja kakovosti vode (Clark, 2011). 
Omrežje cevi, ki prenaša vodo od vira (kot je vodarna) do potrošnika, je ločeno na 
prenosno, distribucijsko in servisno omrežje. Prenosno omrežje prenaša večje količine 
vode preko daljših razdalj. Cevi distribucijskega omrežja so manjšega premera od 
prenosnega omrežja in sledijo mestnim ulicam. Servisno omrežje vsebuje cevi, ki 
prenašajo vodo iz distribucijskega omrežja v stavbo ali ozemlje. Omrežja vsebujejo 
cevi, ki so lahko skupaj dolge več tisoč kilometrov. Cevi so običajno zgrajene iz 
različnih vrst materialov, od novih, obloženih ali plastičnih cevi do neizoliranih cevi, ki 
so stare več kot 50 let. Znotraj večjih mrež, ki imajo daljše zadrževalne čase, je 
slabšanje kakovosti vode bolj opazno (Clark, 2011). 
Spremenljivke, ki vplivajo na načrtovanje in nadaljnjo izgradnjo vodovodnega sistema, 
razdelimo na gradbene parametre (npr. premer cevi, zmogljivost črpalk ter nadmorska 
višina zalogovnikov) in obratovalne parametre (vrsta črpalk in delovanje ventilov pod 
določenimi pogoji), pri čemer je nadvse ključen parameter hitrost toka (Alperovits in 
Shamir, 1977). Posledica napačnega načrtovanja in nepravilnega delovanja 
distribucijskega sistema je lahko dolgi čas potovanja vode med vodarno in potrošnikom. 
Dolgi časi potovanja in nizke hitrosti lahko onemogočijo zagotavljanje spodnje meje 
kontaminantov v pitni vodi. Dolgi časi zadrževanja lahko povzročijo nastanek stranskih 
produktov iz dezinfekcijskih sredstev, izgubo ostankov razkužila, rast bakterij in tvorbo 
biofilmov (Clark, 2011). 
Tekom prenosa od čistilne naprave do potrošnika, obstaja veliko možnosti za 
spremembo kakovosti vode. Te nezaželene spremembe se lahko pojavijo zaradi 
različnih razlogov, vključno z okvarami pregrad, transformacijami, korozijo in 
izpiranjem materiala cevi, tvorbo biofilma in mešanjem različnih virov vode (Clark, 
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2011; WHO, 2014). Bakteriološka rast lahko povzroči težave z okusom in vonjem, 
razbarvanje, nabiranje sluzi, korozijo cevi in biološko poslabšanje materialov. Na 
število bakterij vpliva več dejavnikov, vključno s kakovostjo vode, ki vstopa v sistem, 
temperaturo, časom zadrževanja, prisotnostjo ali odsotnostjo ostankov dezinfekcijskega 
sredstva, gradbenim materialom in razpoložljivostjo hranil za rast (Clark, 2011; Liu in 
sod., 2016). 
Epidemiološke preiskave kažejo, da delež izbruhov bolezni, ki se prenašajo z vodo in so 
povezane s težavami v distribucijskih sistemih, narašča. Kljub temu skupno število 
bolezni, ki se prenašajo z vodo, upada (Clark, 2011). 
2.1.1 Tokovne razmere znotraj vodovodnih sistemov 
Hidrodinamske razmere znotraj distribucijskih sistemov za pitno vodo se lahko močno 
razlikujejo med različnimi lokacijami in prehajajo med različnimi tokovnimi režimi (Liu 
in sod., 2016). Tok fluida je lahko laminaren ali turbulenten (Brading in sod., 1995). 
Režim pretoka je odvisen predvsem od razmerja med vztrajnostnimi in viskoznimi 
silami v tekočini. To razmerje podaja brezdimenzijsko Reynoldsovo število in je 
izraženo za notranji tok v krožni cevi kot: 







ρ ∙ uavg ∙ D
µ
 ... (1) 
kjer je uavg povprečna hitrost toka [m ∙ s
-1], D značilna dimenzija geometrije (v tem 
primeru premer [m]), v kinematična viskoznost [m2 ∙ s-1],  dinamična viskoznost 
tekočine [Pa ∙ s] in  gostota kapljevine [kg ∙ m-3] (Brading in sod., 1995; Çengel in 
Cimbala, 2006; White, 2011). 
Prehod iz laminarnega v turbulentni tok je med drugim odvisen od geometrije, 
hrapavosti površine, hitrosti toka, temperature površine in vrste tekočine. Reynoldsovo 
število, pri katerem pretok postane turbulenten, se imenuje kritično Reynoldsovo 
število, Recr. Vrednost kritičnega Reynoldsovega števila je različna za različne 
geometrije in pretočne pogoje. Za notranji tok v krožni cevi je splošno sprejeta vrednost 
kritičnega Reynoldsovega števila Recr = 2300 in je tako tok laminaren za Re ≤ 2300, 
turbulenten za Re ≥ 4000 in prehoden med omenjenima vrednostima (Çengel in 
Cimbala, 2006; White, 2011). 
Pri Reynoldsovih številih nad kritično vrednostjo (Re > 2300) so vztrajnostne sile, ki so 
sorazmerne z gostoto, velike glede na viskozne sile, zato viskozne sile ne morejo 
preprečiti naključnih in hitrih nihanj tekočine. Pri Reynoldsovih številih nižjih od 
kritične vrednosti (Re ≤ 2300) pa so viskozne sile dovolj velike, da preprečijo ta 
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nihanja. Tako je tok v prvem primeru turbulenten, v drugem pa laminaren (Çengel in 
Cimbala, 2006; White, 2011). 
Za pretok skozi nekrožne cevi temelji Reynoldsovo število na hidravličnem premeru Dh, 
ki je definiran kot: 
 Dh = 
4 ∙  𝐴𝑐
𝑃
 ... (2) 
kjer je Ac površina prečnega prereza cevi [m
2] in P njegov omočen rob [m] (Araújo in 
sod., 2016; Brading in sod., 1995; Çengel in Cimbala, 2006; Gomes in sod., 2014). 
Hitrost fluida v cevi se spreminja iz nič pri površini (pogoj brez zdrsa; v prostem 
prevodu. ang. no slip condition) do maksimalne vrednosti v sredini cevi. Pogostokrat se 
podaja povprečna hitrost, ki ostane konstantna v nestisljivem toku, kadar je površina 
prečnega prereza cevi konstantna. Profil hitrosti v hidrodinamsko popolnoma razvitem 
območju je paraboličen v laminarnem toku in nekoliko bolj ploskovit v turbulentnem 
toku zaradi vrtinčnega gibanja in močnejšega mešanja v radialni smeri (Brading in sod., 
1995; Çengel in Cimbala, 2006; Ostadfar, 2016; White, 2011). Takšne razmere veljajo 
za področje, kjer je profil hitrosti popolnoma razvit in ostaja nespremenjen. Takšno 
območje se imenuje hidrodinamično razvita regija. Vhodna dolžina do hidrodinamično 
razvite regije je v turbulentnem toku precej krajša, njena odvisnost od Reynoldsovega 
števila pa je šibkejša kot pri laminarnem toku. V mnogih sistemih postanejo učinki 
vstopa fluida zanemarljivi nad cevno dolžino 10 premerov (Çengel in Cimbala, 2006; 
White, 2011). 
Področje toka, v katerem se občutijo učinki viskoznih strižnih sil, ki jih povzroča 
viskoznost tekočine, se imenuje mejna plast. Mejna plast je prisotna v primeru 
turbulentnega toka in se nahaja blizu stene. Hipotetična mejna površina deli tok v cevi 
na dve regiji: območje mejne plasti, v katerem so viskozni učinki in spremembe hitrosti 
pomembne, in jedrno območje pretoka, v katerem so učinki trenja zanemarljivi ter 
hitrost ostaja konstantna v radialni smeri. V primeru laminarnega toka, mejna plast ni 
prisotna, saj pospeševalne sile niso zadostne, da bi premagale tamkaj prisotne viskozne 
sile (Brading in sod., 1995). Strižna napetost ob steni cevi je povezana z naklonom 
profila hitrosti ob površini. Glede na to, da profil hitrosti ostaja nespremenjen v 
hidrodinamično popolnoma razvitem območju, ostaja strižna napetost ob steni v tej 
regiji časovno in prostorsko nespremenjena. Hitrostni gradienti ob steni in s tem strižna 
napetost ob steni so veliko večji za turbulentni tok, kot za laminarni tok (Çengel in 
Cimbala, 2006; White, 2011).  
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Slika 1: Razvoj hidrodinamskega toka. Razvoj hitrostne mejne plasti od vhodnega (nerazvitega) območja 
do popolnoma razvitega območja (A). Spreminjanje strižne napetosti ob steni v smeri toka, od vhodnega 
območja do popolnoma razvitega območja (B). Profil hitrosti v popolnoma razvitem območju pretoka je 
paraboličen v primeru laminarnega toka (C) in bolj ploskovit v primeru turbulentnega toka (D) (Çengel in 
Cimbala, 2006). 
V popolnoma razvitem laminarnem toku se vsak delec tekočine premika s konstantno 
aksialno hitrostjo vzdolž toka in profil hitrosti ostane nespremenjen v smeri toka. 
Gibanja v radialni smeri ni (Brading in sod., 1995; Ostadfar, 2016). Pospeševanja ni, 
ker je pretok enakomeren in popolnoma razvit. Hitrostni profil v popolnoma razvitem 
laminarnem toku v cevi je paraboličen z maksimumom na središčni osi in minimumom 
(0 m ∙ s-1) ob steni cevi (Çengel in Cimbala, 2006; White, 2011). 
Večina tokov, ki se pojavljajo v vodovodih, je turbulentnih. Turbulentni tok je 
kompleksen pojav, v katerem prevladujejo vrtinčenja. Za turbulentni tok je vzdolž 
celotnega toka značilno vrtinčenje. Vrtinčenje zagotavlja dodaten mehanizem za prenos 
momenta in energije (Çengel in Cimbala, 2006; Ostadfar, 2016; White, 2011). V 
laminarnem toku tečejo delci tekočine na urejen način vzdolž poti, gibalna količina in 
energija pa se preko molekularne difuzije prenašata preko pretočnih linij (Brading in 
sod., 1995; Çengel in Cimbala, 2006; White, 2011). V turbulentnem toku pa prenašajo 
vrtinci maso, moment in energijo v druge regije pretoka veliko hitreje kot molekularna 
difuzija, kar močno poveča prenos gibalne količine, snovni prenos in prenos toplote. 
Intenzivno mešanje tekočine v turbulentnem toku kot posledica vrtinčenja povečuje 
prenos momenta med delci tekočine, kar poveča silo trenja na površini in s tem 
zahtevano črpalno moč. Faktor trenja doseže maksimum, ko pretok postane popolnoma 
turbulenten. Tudi ko je povprečni pretok enakomeren, vrtinčno gibanje v turbulentnem 
toku povzroča znatna nihanja vrednosti hitrosti, temperature, tlaka in gostote (Çengel in 
Cimbala, 2006; White, 2011). 
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Številne enačbe za izračun pretoka v ceveh in pripadajoči računalniški simulacijski 
paketi delujejo na podlagi Hazen-Williamsove enačbe. Območje hitrosti kapljevine se 
mora upoštevati kot merilo tekom načrtovanja sistemov za distribucijo pitne vode. 
Zaradi higienskih razlogov niso zaželjene nizke hitrosti, medtem ko previsoke hitrosti 
povzročajo izjemne izgube tlaka. Standardne konstrukcijske hitrosti so: 1 m ∙ s-1 v 
distribucijskih sistemih, 1,5 m ∙ s-1 v transportnih ceveh, 1–2 m ∙ s-1 v črpališčih (Bott, 
1995; Trifunović, 2006), pri čemer je za cevi manjšega premera v uporabi nižja hitrost 
toka in za cevi večjega premera v uporabi višja hitrost toka (Kumar in sod., 2015).  
2.1.2 Mrtvi rokavi 
Stagnacija (odsotnost pretoka) je primer kjer prihaja do zmanjševanja snovnega prenosa 
in težav z biofilmi. Pod pogoji, kjer je odsoten tok fluida, je difuzija edini proces 
prenosa topljencev, zaradi česar bo fluid v neposredni bližini biofilma osiromašen z 
limitnim metabolnim substratom in obogaten z metabolnim odpadnim produktom 
(Stewart, 2012). To v principu zmanjšuje rast biofilmov, vendar so v distribucijskih 
omrežjih mrtvi rokavi nezaželjena območja, kjer zaradi odsotnosti pretoka vode ali 
dolgih časov zadrževanja vode v ceveh prihaja do kopičenja usedlin. Dolgi čas 
zadrževanja, ki lahko nihajo od 2 do 30 dni, odvisno od velikosti populacije katero 
podpira omrežje za distribucijo vode, spodbujajo metabolno aktivnost in mikrobno rast 
znotraj le teh (Zlatanović in sod., 2017). Cevi z dolgim časom zadrževanja vode in 
mrtvimi rokavi so povezane z območji z visokim obsegom posedanja organskih snovi in 
posledično z izrazito tvorbo biofilma (WHO, 2014). Znotraj omrežij za distribucijo 
vode so za mrtve rokave značilna prehodna območja nizkih hitrosti toka in pogosta 
obdobja brez pretoka. Mrtvi rokavi so zloglasni problematični predeli z dolgimi in 
prekomernimi časi zadrževanja, kar vodi do hitrega poslabšanja kakovosti vode, 
izginjenja ostankov razkužil in velikega potenciala za ponovno rast bakterij (Barbeau in 
sod., 2005). Malo raziskovalcev daje posebno pozornost na modeliranje kakovosti vode 
v mrtvih rokavih, čeprav lahko predstavljajo 25 % ali več celotne infrastrukture v 
distribucijskem sistemu (Tzatchkov in sod., 2002). Voda znotraj omrežij za distribucijo 
pitne vode lahko še dodatno zastaja več ur, dni ali celo tednov v ceveh pred zaužitjem. 
Samo omejeno število študij je proučevalo vpliv odsotnosti pretoka na kakovost vode v 
modelnih in resničnih omrežjih za distribucijo vode (Lautenschlager in sod., 2010; 
Zlatanović in sod., 2017; Lipphaus in sod., 2014; Prest in sod., 2013; Zhang in sod., 
2015). Znotraj omrežji za distribucijo vode je visoko število bakterij povezano z obdobji 
brez pretoka in s shranjevanjem vode v gospodinjskih ceveh ali rezervoarjih 
(LeChevallier in sod., 1987; Momba in Kaleni, 2002; Simões L. C. in Simões M., 
2013). 
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Biofilmi so prevladujoča oblika življenja bakterij v naravnem okolju. Sestavljeni so iz 
mikrobnih združb, ki se pogostokrat zbirajo na interfazah med tekočino in površino ter 
so obdani v matriks visoko hidriranih zunajceličnih polimernih substanc (ang. 
extracellular polymeric substances; EPS). V to definicijo prav tako uvrščamo skupke 
kot so flokuli, pelikli in aktivno blato, ki pa niso pritrjeni na trdno površino vendar 
imajo lastnosti biofilmov (Flemming in Wingender, 2010). Preko rasti in delitve, 
spreminjajo bakterije svoje mehansko okolje z izločanjem zunajceličnih polimernih 
substanc, ki tvorijo njihovo neposredno okolje. Zunajcelične polimerne substance 
sestojijo predvsem iz polisaharidov, beljakovin, lipidov ter nukleinskih kislin. Kot 
takšne nudijo mikroorganizmom mehansko stabilnost, omogočajo adhezijo na razne 
povšine, tvorijo kohezivno tridimezionalno polimerno mrežo, ki med seboj povezuje in 
imobilizira celice znotraj biofilma ter odvračajo invazijo planktonskih celic (Flemming 
in Wingender, 2010; Millet in sod., 2014; Nadell in Bassler, 2011; Nadell in sod., 
2015). Mreža polimernih substanc, ki tvori biofilm prav tako deluje kot zunanji 
prebavni trakt saj zadržuje zunajcelične encime v bližini mikroorganizmov, kar le tem 
omogoča presnovo raztopljenih, koloidnih ter čvrstih biopolimerov iz okolja (Flemming 
in Wingender, 2010). 
Način življenja mikrobnih celic, ki živijo znotraj tako gosto zbite difuzijske bariere, je 
odgovoren za njihovo izrazito odpornost proti različnim oblikam stresa v okolju 
(Costerton in sod., 1999). Celice znotraj biofilma so lahko bistveno bolj prikrite 
imunskemu sistemu, saj nimajo izpostavljenih antigenov, ekspresija ligandov, ki jih 
uporabljajo fagocitne celice, pa je zavrta. Mreža biofilma lahko nudi zaščito pred 
fizičnimi poškodbami, neposredna bližina organizmov pa lahko omogoča presnovne 
interakcije, spodbuja horizontalni prenos virulentnih genov in izboljša komunikacijo 
med celicam, kar spodbuja usklajeno obnašanje ter višjo genetsko raznolikost 
bakterijskih populacij. Naštete lastnosti izboljšajo verjetnost preživetja bakterijskih 
združb pod ostrimi pogoji in izvirajo iz organizirane strukture biofilmov (Boles in sod., 
2004). Prav tako izražajo celice znotraj biofilma bolj izrazito odpornost proti 
antibiotikom v primerjavi s planktonskimi bakterijami, kar je posledica pogostejše 
izmenjave genov znotraj biofilma (Ghannoum in O'Toole, 2004). Sestava in urejenost 
biofilmov omeji difuzijo molekul, vključno z antibiotiki, v notranjost biofilma 
(Stoodley in sod., 2002a). 
Celice znotraj biofilma so 100-krat do 1000-krat bolj odporne proti antibiotikom in 
dezinfekcijskimi sredstvi kot planktonske bakterije (Ghannoum in O'Toole, 2004; 
Stoodley in sod., 2002a). Uporaba tako visokih odmerkov antibiotikov je nepraktična in 
dramatično poveča tveganje za škodljive stranske učinke ter prispeva k širjenju večkrat 
odpornih sevov (Cottarel in Wierzbowski, 2007; Hoffman in sod., 2005). Predlaganih je 
bilo več mehanizmov za pojasnitev povečane odpornosti celic, ki so pritrjene na 
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površine in celice, ki so obdane v biofilm, proti neugodnim razmeram. Razlog za 
povečano odpornost je lahko zmanjšana površina pritrjene celice. V primerjavi s 
planktonskimi celicami je za pritrjene celice bila opažena povečana odpornost proti 
biocidom tudi v primerih, ko ne razvijejo biofilma (Deibel in Schoeni, 2002). Prav tako 
lahko razlog za povečano odpornost celic znotraj biofilma iščemo v prisotnosti 
zunajceličnega materiala, ki ščiti celice pred prodiranjem biocida in v dejstvu, da se 
znotraj biofilma nahajajo počasi rastoče ali stradane celice, kar bi naj povečalo 
odpornost, ker so celice v takšnih fizioloških stanjih manj dovzetne za številne 
protimikrobne snovi (Costerton in sod., 1999). Če je struktura porušena, se ranljivost 
posameznih bakterij povrne (Stewart, 2002). 
Prednosti, ki jih prinese rast biofilma za mikroorganizme, so izjemne, vendar nastanek 
biofilma prinaša tudi nekatere metabolne stroške. Na primer, proizvodnja matriksa 
predstavlja za bakterije breme, gradienti hranil znotraj biofilma pa lahko zavirajo rast 
celic in njihovo sposobnost vzdrževanja zaščite (Hassett in sod., 1999; Huang in sod., 
1998). Najpomembnejše tveganje za bakterije znotraj biofilma nastopi, ko se lokalne 
razmere poslabšajo. Do tega lahko pride zaradi izrabe hranil, kopičenja odpadnih 
proizvodov, prisotnosti imunskih celic ali antibiotikov ali drugih groženj. Bakterije 
znotraj biofilma imajo oslabljeno sposobnost premikanja, ker so fizično omejene s 
strani matriksa (Whiteley in sod., 2001). 
2.2.1 Razvojne stopnje biofilma 
Tvorba bakterijskih biofilmov je kompleksen razvojni proces, ki vključuje več stopenj. 
Prvi korak pri tvorbi biofilma je prehodna vezava na površino. Medtem ko gibljivost 
posedovana s flagelam pomaga bakterijam kljubovati hidrodinamskim in 
elektrostatskim silam v bližini površine, je začetna vezava bakterij na abiotske površine 
odvisna predvsem od fizikalno-kemijskih ter privlačnih in odbojnih elektrostatičnih 
interakcij med samim bakterijskim ovojem in površino. Površina je pogosto 
kondicionirana s tekočino kateri je izpostavljena (Dunne, 2002). To pomeni, da je 
površina modificirana zaradi adsorpcije različnih topljencev in ima drugačne lastnosti 
kot nekondicionirana površina (Van Houdt in Michiels, 2005). Privlačne in odbojne sile 
med bakterijami in površino vodijo do prehodne reverzibilne vezave bakterij na 
površino, pri čemer večina bakterij zapusti površino, da se pridruži planktonski fazi 
zaradi šibke strižne sile ali lastne gibljivosti (Dunne, 2002; Hall-Stoodley in sod., 2004). 
Na reverzibilno vezavo močno vplivajo okoljski pogoji, kot so pH in ionska sila medija, 
temperatura (Fletcher, 1988; Danese in sod., 2000) ter lastnosti same površine (Beloin 
in sod., 2008; Vogeleer in sod., 2014).  
Druga stopnja razvoja biofilma vključuje razvoj mikrokolonij in prehod iz reverzibilne 
v nepovratno vezavo zaradi delitve mikroorganizmov in proizvajanja zunajceličnih 
polimerov. Prav tako se celice vežejo na površino preko specifičnih adhezinov, ki se 
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nahajajo na pilih in fimbrijih. Tudi kodri spodbujajo tvorbo biofilmov na abiotskih 
površinah in sicer na način, da olajšajo začetno interakcijo med celicam in površino, kot 
tudi nadaljnje medcelične interakcije (Uhlich in sod., 2006). Zgodnja razvojna stopnja 
se nanaša na prehod mikrokolonij v zrel biofilm in se imenuje zorenje. Med 
dozorevanjem biofilma se bakterije še naprej razmnožujejo in tvorijo zunajcelični 
matriks. Tekom te stopnje celice nadaljujejo proizvodnjo zunajceličnih polimernih 
substanc, ki služijo kot adhezivni matriks, s katerim lovijo hranila iz okolja. Biofilm 
pridobi tridimenzionalno strukturo, ki se pojavi po začetni vezavi na površino. Ta 
proces vodi v nastanek heterogenega fizikalno-kemijskega okolja (predvsem zaradi 
interakcij med bakterijami), znotraj katerega biofilmske bakterije odražajo značilne 
fiziološke lastnosti, ki jih ločujejo od planktonskih. Nastane kompleksna arhitektura s 
stolpičastimi strukturami, vodnimi kanali in porami znotraj katerih bakterije razvijejo 
specifične vzorce rasti in fiziologijo ter metabolizem drugačen tistemu pri planktonskih 
celicah. Za različno arhitekturo biofilma so poleg drugega odgovorne površinske 
beljakovine in komponentne zunajceličnega matriksa (Beloin in sod., 2008; Van Houdt 
in Michiels, 2005).  
Zadnja stopnja je disperzija ali raztros celic iz biofilma v okolje in vrnitev v 
planktonsko stanje (Van Houdt in Michiels, 2005; Marshall, 1992). Raztros je 
kompleksen proces, ki vključuje več okoljskih signalov in efektorjev. Enoten 
mehanizem raztrosa ne obstaja. Raztros je najmanj razumljen korak pri tvorbi biofilma. 
Stopnjo raztrosa lahko uravnavajo geni odvisni od celične gostote, ki so uravnani s 
signalnimi molekulami kot je acil-homoserin lakton (ang. acyl homoserine lactone; 
AHL) pri Gram-negativnih bakterijah in specifične beljakovine pri Gram-pozitivnih 
bakterijah (Yarwood in sod., 2004). Mehanizmi, ki so vključeni v raztros biofilmov, so 
pomembni, saj bi lahko razumevanje teh mehanizmov privedlo do razvoja kliničnih ali 
industrijskih orodij za odstranjevanje biofilmov (Vogeleer in sod., 2014). Okoljski 
dejavniki (predvsem tok tekočine) lahko prav tako privedejo do odcepitve posameznih 
celic (erozija) ali večjih kosov (luščenje) biofilma s površine (Characklis, 1990; 
Flemming in Wingender, 2010). 
2.2.2 Fiziološka heterogenost znotraj biofilma 
Biofilmi vsebujejo bakterijske celice, ki so v številnih fizioloških stanjih. Znotraj 
populacije biofilma se druga ob drugi nahajajo celice z raznolikimi genotipi in fenotipi, 
ki izražajo različne metabolne poti, stresne odzive in preostale specifične biološke 
aktivnosti (Stewart in Franklin, 2008). Okoljski pogoji in fiziološki odzivi bakterij na 
njihovo lokalno okolje niso homogeni skozi biofilm. Metabolne aktivnosti celic, skupaj 
z difuzijskimi procesi, tvorijo koncentracijske gradiente hranil, signalnih molekul in 
bakterijskih odpadnih proizvodov znotraj biofilma. Z odzivanjem na te gradiente, se 
bakterije prilagajajo na lokalne kemijske razmere, ki se lahko spreminjajo skozi čas ko 
se biofilmi razvijajo. Posledično izražajo biofilmi izrazito strukturno, kemijsko in 
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biološko heterogenost. Zaradi tega celice, ki rastejo znotraj biofilma, niso fiziološko 
raznolike samo od planktonskih bakterij, ampak tudi med seboj (Stewart in Franklin, 
2008). 
Večji del heterogenosti v biološki aktivnosti znotraj biofilma je moč razložiti s 
prepoznavanjem heterogenosti kemije raztopine na mikroskali, ki je prisotna znotraj 
biofilma. Zreli biofilmi vsebujejo koncentracijske gradiente presnovnih substratov in 
proizvodov. Koncentracija kisika izrazito pada z globino biofilma. Oksične cone 
dosegajo debeline do 100 µm. Prisotnost gradientov koncentracije kisika med drugim 
pojasnjuje, kako lahko v biofilmih, ki so stalno izpostavljeni aerirani vodi, uspevajo 
striktni anaerobi (Stewart in Franklin, 2008). 
Čeprav sta kemijska heterogenost in fiziološka prilagoditev na lokalno okolje dva izmed 
glavnih vzrokov za biološko heterogensot v biofilmih, je verjetno, da drugi mehanizmi 
tudi prispevajo k fenotipski heterogenosti. Genetske variante se lahko tvorijo v 
biofilmih zaradi mutacij ali rekombinacij. Posledica tega so predvsem spremembe v 
morfologiji kolonij subpopulacij celic, ki se tvorijo tekom rasti biofilma. Poleg tega 
lahko tudi stohastično izražanje genov povzroči heterogenost. V nasprotju s 
spremembami v zaporedju DNA, lahko izražajo subpopulacije celic gene na stohastičen 
način in ne kot odziv na posebne okoljske dejavnike (Stewart in Franklin, 2008). 
2.2.3 Vpliv hidrodinamskih razmer na razvoj in obstojnost biofilma 
Bakterije zasedajo veliko različnih ekoloških niš na Zemlji. Njihova dolga evolucijska 
zgodovina jih je izpostavila zelo različnim okoljem, zaradi česar so razvile izjemno 
širok odziv na lokalno spreminjajoče se kemične, termične in mehanske pogoje, kot tudi 
na električna in magnetna polja. Ker najdemo v naravi bakterije pretežno vezane na 
površino so tako podvržene površinsko specifičnim mehanskim pojavom kot so 
hidrodinamske strižne sile, adhezivne sile in transportni mehanizmi, ki določajo dostop 
hranil in signalnih molekul (Persat in sod., 2015). Mikroorganizmi, ki se pritrdijo na 
površino, interagirajo z okoljem preko fluida, ki teče preko biofilma. Tok fluida lahko 
na biofilm znatno vpliva na vsaj dva načina in sicer preko prenosa topljencev v in izven 
biofilma ter preko sil, ki delujejo na biofilm (Stewart, 2012). Znotraj te interakcije se 
odvijajo kompleksni hidrodinamski, konvekcijski in difuzijski pojavi. Predvideva se, da 
tekočina potuje okoli celičnih skupkov, vendar ne skozi njih. Posledice delovanja 
gibajoče tekočine na biofilm so lahko raznolike in vključujejo spremembo tlačnih 
razmer, viskoelastično deformacijo, valjanje po površini, razvoj plahutajočih struktur 
(ang. streamer), nihajoče gibanje, kot tudi propad materiala ali odcepitev biofilma 
(Purevdorj in sod., 2002; Stewart, 2012). Majhna sprememba v hitrosti toka lahko 
znatno vpliva na splošno hitrost porabe substrata (Horn in sod., 2002; Mašić in sod., 
2010), izražanje genov ali metabolno aktivnost (Simões in sod., 2008; Singer in sod., 
2011), moduliranje učinkovitost agensa proti biofilmu (Eberl in Sudarsan, 2008; Simões 
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in sod., 2005; Stewart, 2012). spremembo ekologije večvrstnega biofilma (Besemer in 
sod., 2009; Rochex in sod., 2008), ali vodi do odcepitve in diseminacije biofilma (Fux 
in sod., 2004). Tok tekočine okoli biofilma prav tako ustvarja nihanja tlaka in tvorbo 
nepravilnih arhitektur biofilma, predvsem v sistemu z visokim strigom (Purevdorj-Gage 
in Stoodley, 2004). Opažena je povezava med hidrodinamskimi razmerami, arhitekturo 
biofilma in hidrodinamsko silo, ki jo biofilm premore. (Dunsmore in sod., 2002; 
Stoodley in sod., 2001). Strižna sila, ki jo biofilmi prenesejo, je različna in lahko obsega 
več velikostnih razredov (od 10-1 Pa in nad 104 Pa), odvisno od mikroorganizmov, ki 
tvorijo biofilm (Möhle in sod., 2007; Paramonova in sod., 2009). Poleg hidrodinamskih 
razmer, vplivajo na arhitekturo biofilma tudi koncentracija hranil, interakcije med 
anionskimi zunajceličnimi polimernimi substancami in večvalentnimi kationi, gibljivost 
bakterij in medcelično signaliziranje, kot tudi eksopolisaharidi in beljakovine 
(Flemming in Wingender, 2010). 
V okolju s tokom ustvari viskoznost tekočine strižno silo na celico, ki poteka 
tangencialno s površino v smeri toka (Persat in sod., 2015). Strižne sile vplivajo na 
mehanske lastnosti biofilmov, kar nakazuje na njihovo sposobnost za fenotipsko 
adaptacijo (Flemming in Wingender, 2010). Biofilmi, ki rastejo pod pogoji visokega 
striga, so bolj togi in vsebujejo več beljakovin in polisaharidov, kot biofilmi, ki rastejo 
pod pogoji nizkega striga (Araújo in sod., 2016; Herbert-Guillou in sod., 2001; Lemos 
in sod., 2015). Prisotne so lahko tudi dodatne kompleksne hidrodinamske sile v oblikah 
vrtincev, vrtinčastih ulic, recirkulacije in izbruhov turbulence (Stewart, 2012). Vpliv teh 
sil je prav tako močno odvisen od kemijskih (Garrett in sod., 2008) in mehanskih 
lastnosti površine (Lichter in sod., 2008). Strižna napetost, ki jo povzroča tok na stiku 
med površino in tekočino, lahko premaga adhezivne sile, ki sidrajo celice na površino in 
povzroča ločevanje celic od površine (De La Fuente in sod., 2007). V pretoku celica 
doživlja vlečno silo Fd [N], ki je ocenjena kot: 
 Fd = A ∙ τs ... (3) 
kjer je A površina celice [m2], ki je izpostavljena toku ter τs lokalna strižna napetost [Pa 
oziroma N ∙ m2]. (Persat in sod., 2015). Čeprav je strižna napetost močno odvisna od 
geometrije toka, je načeloma višja pri višjih hitrostih toka. Sila vleka, ki deluje na 
pritrjeno celico, je tako večja pri višjih hitrostih toka. Podobno narašča tudi sila vezave 
celice, ki je potrebna, da le ta kljubuje toku v okolju (Bakker in sod., 2004). Sile vezave 
celic segajo do nekaj sto pN kar zadostuje ohranjanju vezave (Persat in sod., 2015). 
Prav tako lahko strižna napetost odstrani izločene spojine (Liu in Tay, 2002), kar vpliva 
na gostoto biofilma, omejuje rast in posledično zmanjša velikost samega biofilma 
(Kostenko in sod., 2010). Visoke strižne sile, ki se ustvarijo pod pogoji hitrega toka 
tekočine, lahko vodijo do porušenja biofilma, kar odstrani bakterije iz skupnosti 
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(Purevdorj in sod., 2002). Posledično so se takšne bakterije sposobne diseminirati v 
nova območja in potencialno kolonizirajo območja, ki so bolj ugodna (Stoodley in sod., 
1999). 
Z naraščujočo hitrostjo toka je opažen tudi trend višanja snovnega prenosa (Stewart, 
2012). V primeru biofilmov je procese snovnega prenosa moč razdeliti na dve regiji. 
Znotraj večinske tekočine poteka snovni prenos pretežno s konvekcijo (tokom 
tekočine), medtem ko znotraj biofilma poteka snovni prenos pretežno z difuzijo (De 
Beer in sod., 1996). Tako so poleg procesov znotraj biofilma, ki so omejeni z difuzijo, 
prisotni tudi procesi zunaj biofilma, ki so omejeni s snovnim prenosom. Te vplive lahko 
določimo z dejavniki kot so dimenzija koncentracijske mejne plasti LL, koeficient 
snovnega prenosa kL ter število Sherwood Sh (Stewart, 2012). Tekočina, ki teče mimo 
biofilms, vpliva na prenos topljencev v in izven biofilma skozi koncentracijsko mejno 
plast ter nanj deluje s silami, ki ga lahko deformirajo ali odlepijo. Počasi gibajoča 
tekočina v neposredni bližini biofilma deluje kot izolator za difuzivno izmenjavo 
različnih molekul. Najbolj pomembna posledica omejitve zunanjega snovnega prenosa 
je poslabšanje omejitve snovnega prenosa v in izven biofilma. Upor v zunanjem 
snovnem prenosu zmanjša koncentracijo metabolnih substratov, ki so dostopni biofilmu 
in poveča koncentracijo metabolnih produktov znotraj biofilma. Prav tako zmanjša 
splošni pretok substratov in proizvodov v in izven biofilma. Spremembe v vrednosti pH, 
ki se odvijajo znotraj biofilma zaradi porabe (npr. denitrifikacija) ali proizvodnje (npr. 
fermentacija) protonov, so prav tako lahko poudarjene zaradi upora v zunanjem 
snovnem prenosu. Posledično se predvideva, da imajo hidrodinamske razmere 
pomembno vlogo pri pojavu zaznavanja celične gostote (ang. quorum sensing), saj le ta 
vključuje tudi lokalno zadrževanje metabolnih proizvodov (Horswill in sod., 2007; 
Kirisits in sod., 2007; Vaughan in sod., 2010). 
2.3 TEŽAVE, KI JIH POVZROČAJO BIOFILMI 
Biološko obraščanje predstavlja nezaželeno kopičenje biološkega materiala na 
površinah (Characklis, 1990). V nasprotju z abiotičnimi oblikami obraščanja, kot je 
obarjanje z organskimi snovmi in delci, je biološko obraščanje poseben primer kjer se 
mikroorganizmi razmnožujejo na račun biološko razgradljivih snovi in jih naprej 
pretvarjajo v proizvode presnove in biomaso (Meier in sod., 2013; Surman in sod., 
1996). Pojav biološkega obraščanja je odvisen predvsem od fizikalno-kemijskih 
interakcij, zaradi česar ni nujno, da so celice žive, da se vežejo na površino (Flemming, 
2011).  
Biološko obraščanje predstavlja težavo v različnih industrijah, kot tudi v zdravstvenih 
ustanovah in bolnišničnem okolju (Costerton in sod., 1987). Biološko obraščanje prav 
tako predstavlja izredno težavo v sistemih za distribucijo pitne vode. Čeprav 
prečiščevalni postopki odstranijo večino mikroorganizmov, ki jih najdemo v neobdelani 
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vodi, obdelana voda ni sterilna in nizke količine mikroorganizmov ostajajo v vodi pri 
vstopu v distribucijska omrežja. Znotraj takšnih okolji je 90 % ali več celotne biomase 
mogoče najti v biofilmih. Biofilmi so potencialen vir bakterijske kontaminacije, 
vključno s patogeni, ter v mnogih primerih vplivajo tudi na motnost, okus, vonj in barvo 
vode (Servais in sod., 1995) Samo 5 % biomase je prisotne v planktonski obliki (Sandt 
in sod., 2008; Di Pippo in sod., 2011; Sutherland, 2001).  
Problemi, ki na splošno nastopijo kot posledica biološkega obraščanja oziroma tvorbe 
biofilmov, povzročajo napako v meritvah, blokado kanalov in razgradnjo površin 
(Surman in sod., 1996). Znotraj distribucijskih sistemov za pitno vodo je moč najti 
biofilme tudi ob prisotnosti raskuževalnih sredstev (Henne in sod., 2012). Rast 
biofilmov zaradi tega spodbuja razpad preostankov razkužil (Chandy in Angles, 2001), 
zaradi česar je potreba po povečani količini sredstev za razkuževanje, kar lahko 
negativno vpliva na kemično in organoleptično kakovost pitne vode. Rast biofilmov 
lahko prav tako poveča upor toka (Cowle in sod., 2014), kar dolgoročno vpliva na 
hidravlično učinkovitost omrežja. Poleg tega biofilmi v mnogih primerih izločajo 
kislinske metabolite, ki korodirajo betonske in kovinske cevi (Beech in Sunner, 2004; 
Emde in sod., 1992; Starosvetsky in sod., 2001). Biofilmi lahko služijo tudi kot 
rezervoarji za širjenje genov za odpornost proti antibiotikom. Geni za odpornost proti 
antibiotikom v pitni vodi se vse bolj obravnavajo kot onesnaževalci, ker lahko močno 
vplivajo na javno zdravje. Prav tako lahko geni za odpornost proti antibiotikom znotraj 
biofilmov v naravnih sistemih sladke vode dosežejo zaloge pitne vode in nato vstopijo v 
ljudi (Liu in sod., 2016). Uživanje kontaminirane vode povzroča številne bolezni in 
zdravstvene težave, zlasti tiste ki prizadenejo dojenčke, majhne otroke, starejše in 
imunsko ogrožene populacije (Ashbolt, 2004). Znotraj sistemov za distribucijo vode so 
prisotni številni patogeni in oportunistični patogeni, ki spadajo v podrazred γ-
Proteobacteria, za katere se domneva, da naj bi prav tako obstajali tudi kot člani 
biofilmov pitne vode. Najpogostejši patogeni, ki jih najdemo v sistemih za distribucijo 
pitne vode so fekalne bakterije E. coli, oportunistične patogene »netuberkulozne 
mikobakterije« (ang, nontuberculous mycobacteria; NTM), kot so Mycobacterium 
avium in Mycobacterium kansasii (pljučna in limfna bolezen), oportunistični patogen 
Pseudomonas aeruginosa, ki lahko povzroča okužbe očes, ušes, kože in katera se v 
bolnišnicah najpogosteje prenaša z vodo in (Flemming in Wingender, 2010) 
oportunistični patogen Legionella pneumophila, ki povzroča legionarsko bolezen (Batté 
in sod., 2003; Trautmann in sod., 2008). Sestava združbe le teh je opazno drugačna v 
primerjavi s planktonsko populacijo v večinski vodi (Douterelo in sod., 2013; Liu in 
sod., 2014). Drugi patogeni γ-Proteobacteria in oportunistični patogeni, najdeni v 
sistemih za distribucijo vode vključujejo bakterije iz rodu Enterobacter, Acinetobacter, 
Klebsiella in Aeromonas (Batté in sod., 2003; Chen in sod., 2013; Narciso-da-Rocha in 
sod., 2013). Dodatni primeri patogenov, najdenih v sistemih za distribucijo vode so 
Vibrio cholerae (povzroča kolero), Salmonella typhimurium (tifus), Giardia lamblia in 
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Cryptosporidium parvum (gastroenteritis), Naegleria fowleri (amoebni 
meningoencefalitis) in virusi hepatitisa (Ashbolt, 2004; Donohue in sod., 2015; Leclerc 
in sod., 2002). V Združenih državah Amerike so okužbe, ki se prenašajo z vodo, 
odgovorne za več kot 40000 hospitalizacij, kar gospodarstvo stane 970 milijonov 
dolarjev na leto (Collier in sod., 2012). 
Številne patogene bakterije, ki jih najdemo v sistemih za distribucijo pitne vode, 
prehajajo zaradi neugodnih okoljskih razmer v mirujočo fiziološko stanje, v katerem se 
ne razmnožujejo (Oliver, 2005, 2010). Zaradi njihove sposobnosti, da ponovno 
pridobijo virulenco pod ugodnimi rastnimi pogoji, predstavljajo nevarnost za javno 
zdravstvo (Dwidjosiswojo in sod., 2011; Oliver, 2010). Zaradi nezmožnosti zaznave z 
običajnimi metodami kultiviranja, je gostota populacije bakterij znotraj sistemov za 
distribucijo pitne vode pogostokrat podcenjena (Liu in sod., 2016). 
2.4 NAČINI ODSTRANJEVANJA BIOFILMOV IZ VODOVODNIH SISTEMOV 
Zavedati se je potrebno, da je uspeh ukrepov proti biološkem obraščanju materiala 
odvisen od časa in ni trajen. Prej ali slej se bodo površine ponovno kolonizirale z 
biofilmi. (Flemming, 2011). Za preprečevanje in nadzorovanje rasti biofilmov lahko 
uporabimo več različnih pristopov, ki vključujejo zagotavljanje kemične in biološke 
stabilnosti materiala iz katerega so izdelani cevovodi in oprema. Nadzorovanje rasti 
biofilmov se lahko doseže s skrbnim načrtovanjem zgradbe distribucijskega sistema in 
preprečevanjem odsotnosti pretoka, kot tudi kopičenja usedlin v distribucijskih sistemih. 
Potrebno je nadzorovati tudi okoljske dejavnike, kot so pH in temperatura vode. Prav 
tako je pomembno zmanjšati koncentracijo biološko dostopnih organskih snovi v 
distribucijskem sistemu in omejiti količine anorganskih hranil, vključno z dušikom. 
Nadzor je potrebno izvajati pri hidrodinamičnih pogojih omrežja, kot tudi vzdrževati 
zadostne ravni razkužil v celotnem distribucijskem sistemu (Liu in sod., 2016; Niquette 
in sod., 2000; Simões L. C. in Simões M., 2013; WHO, 2011). 
Ključnega pomena za uspeh pri čiščenju je zgradba sistema. Cevi se lahko razlikujejo 
po premeru, številu lokov, točkah razvejitve, kot tudi številu mrtvih rokavov. Prav tako 
so cevi lahko sestavljene iz najrazličnejših materialov. Ena od najpogostejših tarč v 
strategijah proti obraščanju je izbira ali razvoj površin, ki jih mikroorganizmi težko 
kolonizirajo in se zlahka čistijo. Grobe površine so bolj nagnjene k mikrobni 
kolonizaciji kot gladke površine, vendar lahko bakterije kolonizirajo tudi najbolj gladke 
površine (Characklis, 1990; Jullien in sod., 2003). Večina vodovodnih omrežij je 
izdelanih iz železa (nerjavnega jekla in pocinkanega jekla), bakra ali cementnih 
materialov, vse bolj priljubljeni pa postajajo tudi polimerni materiali, kot so polivinil 
klorid (PVC) in polietilen (PE) postajajo vse bolj priljubljeni. Polimerne cevi so lahko 
vir biološko razgradljivih hlapnih organskih spojin v pitni vodi (Skjevrak in sod., 2003). 
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Železne cevi bolje reagirajo z razkužili. Zaradi tega železne cevi dušijo protimikrobne 
učinke razkužil (Simões L. C. in Simões M., 2013).  
Glede na dejstvo, da je zelo težko dolgoročno preprečiti tvorbo biofilmov, je ključen 
korak omejiti obseg rasti biofilmov. Da bi omejili obseg rasti biofilmov, je potrebno 
zmanjšati vsebnost organskih hranil in anorganskih snovi v tekočini (Chong in sod., 
2008; Kwon in sod., 2005; Marschner in Kalbitz, 2003; Sun in sod., 1997). Vsebnost 
hranilnih snovi se običajno zmanjšuje s pomočjo uporabe bioloških filtrov pred vstopom 
vode v distribucijski sistem (Liu in sod., 2016). Omejevanje hranil lahko zavre tvorbo 
biofilmov, povzroči raztros biofilmov ali oboje, kar na koncu zmanjša ali upočasni 
učinek biološkega obraščanja na vodovodne sisteme. Takšen pristop ne izniči rasti 
biofilmov popolnoma, vendar jih ohranja pod pragom motenj (Flemming, 2011). Pri 
omejevanju obsega rasti biofilmov je zelo pomembno vzdrževati ustrezne 
hidrodinamske razmere znotraj distribucijskih sistemov za pitno vodo (Liu in sod., 
2016). Vzdrževanje visokih strižnih sil lahko pomaga, vendar lahko hitri in 
turbulentnimi tokovni režimi tvorijo tanjše, mehansko bolj stabilne in goste biofilme v 
primerjavi z bolj poroznimi in rahlo pritrjenimi biofilmi pri počasnih pretokih (Liu in 
sod., 2016).  
Sistemi za distribucijo vode so prav tako podvrženi čiščenju z izpiranjem ob hitrem toku 
fluida, čiščenjem z batom ali čiščenjem z vmešanim zrakom (ang. air-water scouring). 
Pri slednji metodi dodatek vmešanega zraka pripomore k obsežnejšem vrtinčenju in 
hitrosti fluida in posledično uspešnejšem odstranjevanju nanosa. Te metode veljajo za 
najboljše rutinske postopke za nadzor biofilmov (Lehtola in sod., 2004), kot tudi za 
odstranjevanje biomase, ki je bila uničena ali inaktivirana z razkuževanjem (Liu in sod., 
2016). Mehansko čiščenje z batom je najstarejši in za enkrat najuspešnejši način 
odstranjevanja biofilmov (Flemming, 2011), vendar se lahko uporablja le če je zgradba 
sistema primerna. Za ostale, nedosegljive predele je edina možnost kemično čiščenje 
(Cloete, 2003). Kljub temu se v zadnjem času uveljavlja metoda mehanskega čiščenja z 
vmešanim ledom (ang. ice pigging). V tem primeru je bat sestavljen iz ledu. Strižne sile 
ob steni, ki jih tvori takšen bat so vsaj štiri velikostne rede višje od tistih, ki jih lahko 
tvori tok fluida. Prav tako je geometrija bata prilagodljiva, kar omogoča prehod preko 
zožitev in doseganje drugače težko dosegljivih predelov vodovodnih sistemov (Quarini 
in sod., 2010). Za kemično čiščenje se najpogosteje uporablja klor, ki je glavno orožje 
za razkuževanje sistemov za distribucijo pitne vode. Poleg klora, se kloramini pogosto 
uporabljajo v distribucijskih sistemih, kjer je težko vzdrževati proste ostanke razkužila 
ali v katerih uporaba klora povzroči prekomerno nastajanje stranskih proizvodov. 
Kloramini so manj reaktivni v primerjavi s klorom, vendar lahko učinkoviteje prodrejo 
v biofilme (Lee in sod., 2011). Čeprav so te strategije široko razširjene, še vedno niso 
popolnoma učinkovite pri nadzoru biofilmov (Simões L. C. in Simões M., 2013). 
Alternativno se lahko uporabljajo druge, nekemične metode, ki vključujejo ultrazvočno 
obdelavo (Boulané-Petermann, 1996), UV sevanje (Hijnen in sod., 2006), kavitacijo ter 
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kombinacijo UV sevanja in elektrolize (Bergmann, 2002). Uporaba hibridnih metod, na 
primer ozon ali vodikov peroksid s kavitacijo, je privlačna s stališča dezinfekcije pitne 
vode (Chand in sod., 2007; Jyoti in Pandit, 2003). V zadnjem času se raziskuje tudi 
uporaba fagnih encimov v kombinaciji z razkužili (Tait in sod., 2002). Ugotovljeno je 
bilo, da je kombinacija fagov in razkužilnih sredstev učinkovitejša kot uporaba 
posameznih sredstev. Kljub temu je bilo že pokazano, da obstajajo številne tarčne 
strukture, na katere morajo delovati encimi, kar kaže na to, da ni encima ali encimske 
zmesi za učinkovito odstranjevanje biofilmov (Flemming, 2011). Alternativne 
netoksične, okolju prijazne strategije za nadzor in preprečevanje biofilmov trenutno 
izkoriščajo uporabo kemičnih signalov, ki jih uporabljajo bakterije za uravnavanje 
razvojnih procesov biofilma. Ena od potencialnih tarč je bakterijski signalni sistem, ki 
zaznava celično gostoto (Feng in sod., 2013; Galloway in sod., 2011). Tehnologija nudi 
potencialno strategijo za motenje in preprečevanje razvoja biofilmov na vodovodnih 
ceveh preko nanosa prevlek številnih zaviralcev sistema za zaznavanje celične gostote, 
kot so dihidropiroloni, na površine, s čimer omejujejo tvorbo biofilmov (Ho in sod., 
2014). Med alternativami za kontrolo mikroorganizmov v vodovodnih sistemih spadata 
hidrodinamska kavitacija in ultrazvok, ki predstavljata napredni tehnologiji dezinfekcije 
za obdelavo pitne vode in se štejeta za okolju prijazne brez ustvarjanja toksičnih 
stranskih proizvodov (Jyoti in Pandit, 2003; Piyasena in sod., 2003). 
2.5 HIDRODINAMSKA KAVITACIJA 
Kavitacija je fizikalni pojav, povezan s tvorbo, rastjo in sesedanjem mehurčkov znotraj 
prvotno homogene prostornine tekočine zaradi sprememb lokalnega statičnega tlaka. 
Zmanjšanje tlaka nad tekočino do njenega uparjalnega tlaka pri delovni temperaturi 
povzroči nastanek mehurčkov v tekočini. Ko se tlak vrne v začetno stanje, se ti parni 
mehurčki sesedejo, kar povzroči nastanek stanja, kjer se ustvarijo močni strižni tokovi, 
curki, visoke lokalne temperature, udarni valovi, tlačni valovi in nadzvočni tok, na 
milijonih različnih lokacijah v reaktorju (Shamsborhan in sod., 2010; Suslick, 1990). 
Kavitacija ima za posledico tudi nastanek visoko reaktivnih prostih radikalov (Gogate, 
2011). Takšni intenzivni pogoji (5000 atm in 12000 K, intenzivna turbulenca) in udarni 
val, ki sledi, se lahko učinkovito izkoristijo za doseganje kemičnih, fizikalnih in 
bioloških transformacij (Carpenter in sod., 2017). Mehanski ali fizikalni učinki 
kavitacije, kot sta nastanek mikrocurkov in lokalna turbulenca z visoko intenzivnostjo, 
so v glavnem razlogi za okrepitev fizikalnih procesov, kot so sinteza nanoemulzij, 
nastanek nanodelcev, razpad mikrobov in dezinfekcija, kot tudi neprekinjeno čiščenje, 
povečanje površine trdnih katalizatorjev in povečanje hitrosti snovnega prenosa zaradi 
turbulence, ki nastane kot posledica krožnih tokov tekočine (Luche, 1998). Nasprotno 
pa so njeni kemični učinki (nastanek visoko reaktivnih prostih radikalov v vodnem 
okolju) v glavnem odgovorni za okrepitev kemijskih procesov, kot so sinteza kemikalij, 
razgradnja onesnaževalcev vode itd. (Carpenter in sod., 2017). 
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Kavitacijska tehnologija je primerljiva s podobnimi naprednimi oksidacijskimi procesi 
(ang. advanced oxidation process; AOP), kot so Fentonov proces, mokra oksidacija, 
ozoniranje in obdelava z vodikovim peroksidom ter ultrazvočna/akustična kavitacija. Te 
tehnologije zahtevajo dodajanje različnih kemikalij, ki posledično povečajo 
obremenitev odpadne vode, ki jo je treba mineralizirati. Kavitacija se lahko združi tudi s 
prej navedenimi uveljavljenimi naprednimi oksidacijskimi procesi, da se doseže 
sinergija med različnimi procesi (Carpenter in sod., 2017). Obstaja veliko možnosti za 
uporabo kavitacije v različnih pomembnih aplikacijah na področju biologije (Šarc in 
sod., 2014), kemije (Gogate, 2008), medicine (Zupanc in sod., 2014), pri varovanju 
okolja (Gogate in Pandit, 2004), v aplikacijah s tekočimi živili, kot je pivo (Albanese in 
sod., 2017) in za okrepitev različnih kemičnih in fizikalnih procesov (Carpenter in sod., 
2017). 
Kavitacija je običajno razvrščena v štiri vrste, glede na način nastanka, tj. akustična, 
hidrodinamska, optična ali povzročena z delci (npr. nevtroni, protoni), vendar sta le 
akustična in hidrodinamska kavitacija bili učinkoviti pri doseganju želenih 
kemičnih/fizikalnih sprememb v obdelovalnih aplikacijah, medtem ko se optična in 
delčna kavitacija običajno uporabljata za kavitacijo enega mehurčka, ki ne povzroči 
večje fizikalne ali kemične spremembe v raztopini (Carpenter in sod., 2017).  
Pri tehniki akustične kavitacije so nihanja tlaka v tekočini povzročena z zvočnimi 
valovi, ponavadi ultrazvokom (> 20 kHz). Akustična energija nastane s prenosom 
ultrazvočnih valov, ki so sestavljeni iz ciklov ekspanzije in kompresije, ki potujejo 
skozi tekoči medij. V ciklu ekspanzije se razvije velik negativen akustični tlak, ki 
poveča medmolekularno razdaljo in nastanejo votline v območjih, kjer je presežena 
kritična molekularna razdalja. V kompresijskem ciklu pozitivni akustični tlak potisne 
votline skupaj in jih stisne, kar sčasoma vodi do njihovega nasilnega sesedanja. Končna 
faza sesedanja je adiabatske narave in tako lokalno proizvaja visoke temperature in 
pogoje visokega tlaka (Carpenter in sod., 2017). 
Uporaba akustične kavitacije za inaktivacijo bakterij in virusov je bila temeljito 
preučena (Hulsmans in sod., 2010) in čeprav se je ta metoda izkazala za učinkovito v 
fizikalnih in kemičnih obdelavah v živilski in bioprocesni industriji (Mason, 1998), ima 
na splošno nekaj večjih pomanjkljivosti: i) delovanje piezo pretvornika je energetsko 
zelo potratno za daljša časovna obdobja, ii) nezmožnost obdelave večjih količin vode v 
neprekinjenem načinu, možne so le šaržne operacije in iii) nadgrajevanje do industrijske 
razsežnosti je zahtevno in ni dobro razumljeno ali dokazano (Su in sod., 2010). 
Podobne kavitacijske pojave je mogoče relativno enostavno ustvariti tudi v hidravličnih 
sistemih (tj. hidrodinamska kavitacija). Pojav kavitacije v hidravličnih napravah je v 
preteklosti bil nezaželjen zaradi težav z mehansko erozijo in začetna prizadevanja, da bi 
jo razumeli, so bila usmerjena k temu, da bi jo preprečili (Chatterjee in Arakeri, 1997). 
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Skrbno načrtovanje sistema vseeno omogoča ustvarjanje pogojev za sesedanje 
kavitacijskih mehurčkov. Kontrolirano sesedanje mehurčkov, pri različnih kavitacijskih 
intenzitetah, omogoča različne aplikacije, z veliko nižjimi energetskimi vložki v 
primerjavi s sonokemičnimi reaktorji. V zadnjem desetletju se je po vsem svetu vložilo 
veliko truda v izkoriščanje učinkov hidrodinamske kavitacije za kemijsko/fizikalno 
transformacijo (Gogate in Pandit, 2001). 
Hidrodinamska kavitacija je posledica spremembe hitrosti toka zaradi spreminjajoče se 
poti toka tekočine skozi različne geometrije (npr. zaslonka z več luknjicam, Venturijeva 
šoba ali dušilni ventil). Le te so najpogosteje uporabljene konstrukcije. Čeprav obstajajo 
še druge naprave za nastanek hidrodinamske kavitacije, kot so hitri homogenizator, 
visokotlačni homogenizator in visokofrekvenčni rotor, so te omejene z vidika njihove 
uporabe zaradi visokih stroškov energije, ki nastajajo pri visokih tlakih in hitrostih. 
(Carpenter in sod., 2017; Gogate, 2011). V konstrikcijskem območju se hitrost tekočine 
poveča na račun padca lokalnega tlaka. Ob zadostnem dušenju, pade tlak okoli točke 
zožitve pod prag tlaka potrebnega za kavitacijo (običajno parni tlak medija pri delovni 
temperaturi). Tekoči medij se nato loči na eni ali več šibkih točkah (plinski mehurčki, 
nečistoče) in pojavijo se večje praznine (oblaki kavitacijskih mehurčkov), katerih oblika 
je močno odvisna od strukture toka (Dular in sod., 2016; Tao in sod., 2016). V 
nadaljevanju, ko se tok razširi, se tlak povrne in to povzroči sesedanje kavitacijskih 
mehurčkov. Med prehodom tekočine skozi zožitev pride do ločevanja mejnega sloja in 
izgube velike količine energije v obliki stalnega padca tlaka. Za zožitvijo se proizvaja 
tudi turbulenca tekočine z zelo visoko intenzivnostjo. Njena intenzivnost je odvisna od 
velikosti padca tlaka in hitrosti povrnitve tlaka, ki pa je odvisna od geometrije zožitve in 
pogojev pretoka tekočine. Intenzivnost turbulence ima velik vpliv na intenzivnost 
kavitacije (Moholkar in Pandit, 1997). Tako lahko z nadzorovanjem geometrijskih in 
obratovalnih pogojev reaktorja dosežemo zahtevano intenzivnost kavitacije, da 
dosežemo želene fizikalne ali kemijske spremembe z največjo energetsko 
učinkovitostjo. (Gogate, 2011) Odvisno od vstopne hitrosti tekočine se lahko razvijejo 
tri oblike hidrodinamske kavitacije: pritrjena stabilna kavitacija, razvita nestabilna 
kavitacija in superkavitacija. V primeru pritrjene stabilne kavitacije parna faza ne vpliva 
bistveno na tok tekočine. To ne velja več pri razviti nestabilni kavitaciji, saj velika 
količina pare drastično spremeni tok tekočine (Šarc in sod., 2018). Za razvito nestabilno 
kavitacijo je značilno oddajanje kavitacijskih oblakov, katero spremljajo različni 
fizikalni (tlačni pulzi, strižne sile, visoke temperature) in kemični učinki (proizvodnja 
OH-), ki se lahko uporabijo za odstranitev patogenih mikroorganizmov (Riesz in Kondo, 
1992; von Eiff in sod., 2000). Superkavitacija se pojavi pri zelo nizkih tlakih in/ali pri 
velikih hitrostih, kjer se razvije velika in stabilna parna struktura. V tej parni strukturi so 
večje motnje v tlaku in temperaturi redke (Šarc in sod., 2018). Superkavitacijski tok 
kaže samo eno kvazistabilno veliko parno strukturo, kjer so večja nihanja v tlaku in 
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temperaturi neobičajna – superkavitacijski tok ne spremljajo hrup, vibracije in erozija, 
kar naredi aplikacijo okoljsko bolj sprejemljivo (Dular in sod., 2016). 
Hidrodinamska kavitacija ima velik industrijski potencial, ker jo je mogoče vključiti v 
postopek neprekinjenega pretoka in jo je mogoče enostavno nadgraditi, kar omogoča 
stroškovno učinkovit sistem čiščenja (Arrojo in sod., 2008; Carpenter in sod., 2017). V 
zadnjih letih je tako bila poudarjena vloga hidrodinamsko ustvarjenih mehurčkov pri 
okrepitvi kemičnih in fizikalnih transformacij zaradi številnih prednosti te tehnike in 
njene široke uporabnosti. Čeprav je intenzivnost sesedanja mehurčkov manjša pri 
hidrodinamski kavitaciji v primerjavi z akustično kavitacijo, ustvarja večje število 
mehurčkov, s čimer se poveča skupna prostornina in postane bolj učinkovita kot 
akustična kavitacija. Ta tehnika je uveljavljena za nastanek nanoemulzij (Ramisetty in 
sod., 2014), sintezo nanodelcev (Pinjari in Pandit, 2010), sintezo kemikalij 
(Ambulgekar in sod., 2005; Pandit in Joshi, 1993; Prajapat in Gogate, 2016; Sainte 
Beuve in Morison, 2010) in razgradnjo različnih nevarnih onesnaževalcev vode, kot so 
barvila (Gore in sod., 2014; Saharan in sod., 2012), fenoli (Capocelli in sod., 2014; 
Chakinala in sod., 2008), cianidi (Jawale in sod., 2014) in drugi kompleksni organski 
onesnaževalci. Ta tehnika je bila tudi uspešno uporabljena za uničenje 
mikroorganizmov (Lee in Han, 2015; Li in sod., 2014; Wu in sod., 2012), kjer lahko 
poškoduje celično steno, zavira njihovo rast in izniči škodljive učinke ter hkrati zmanjša 
porabo kemikalij, potrebnih za uničenje mikrobov. (Carpenter in sod., 2017) 
Kljub mnogim očitnim razlikam v videzu ter razliki v mehanizmih tvorbe mehurčkov so 
na manjši skali principi, ki urejajo hidrodinamski in akustični mehurček, podobni 
(Carpenter in sod., 2017; Gogate, 2011). 
Nenadna sprememba tlaka in hitrosti povzročata dinamična nihanja kavitacijskega 
mehurčka in ko se mehurček sesede, se v njegovi bližini pojavijo določeni fizikalni in 
kemijski učinki, ki vodijo do želenih transformacij. Željena transformacija je odvisna od 
vrste sesedanja mehurčka. Opaženi sta dve vrsti sesedanja mehurčkov: simetrično in 
asimetrično. Mehurček lahko ostane sferičen do točke sesedanja ali nesferičen zaradi 
prisotnosti interfaze ali površine drugih delcev/mehurčkov v bližini nihajočega 
mehurčka. Sferično/simetrično sesedanje je ugodno za nastajanje reaktivnih prostih 
radikalov in toplotne pirolize organskih molekul, kar je ugodno za kemijske 
transformacije. Nasprotno pa je nesferično/asimetrično sesedanje ugodno za nastajanje 
mikrocurkov z visoko hitrostjo in intenzivnih lokalnih turbulenc, ki so koristne za 
fizikalne transformacije. Primeri so emulgiranje, kjer se zmanjša napetost med fazami, 
ki se med seboj slabo mešajo, sinteza nanodelcev in mikrobna dezinfekcija z razbitjem 
celične stene patogenih mikroorganizmov. Poleg tega asimetrično sesedanje olajšuje 
transport snovi v različnih homogenih in heterogenih sistemih. Čeprav simetrično in 
asimetrično sesedanje dobivata enako energijo zaradi nihanj tlaka, se energija oddaja v 
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različnih oblikah, t.j. bodisi v obliki intenzivne turbulence ali v obliki ekstremnih 
pogojev tlaka in temperature (Carpenter in sod., 2017) 
Hidrodinamska kavitacija je kompleksen pojav, na katerega vpliva mnogo dejavnikov 
(Tao in sod., 2016). Med pomembnejše sodijo vhodni tlak (Pradhan in Gogate, 2010), 
temperatura tekočine (Gogate in sod., 2003), pH tekočine (Bagal in Gogate, 2014; Gore 
in sod., 2014; Mishra in Gogate, 2010; Patil in sod., 2014; Pradhan in Gogate, 2010; 
Saharan in sod., 2012), izhodiščna koncentracija onesnaževal (Wang in sod., 2009; 
Wang in Zhang, 2009) in velikost mehurčkov (Gogate in Pandit, 2000; Prabhu in sod., 
2004; Sharma in sod., 2008). Ugodni pogoji za povečanje kavitacijskih učinkov so 
nizek uparjalni tlak tekočine, nizka viskoznost in visoka površinska napetost (Cai in 
sod., 2009; Guo in Cheng, 2001; Gogate in sod., 2003). Povečanje uparjalnega tlaka bo 
povečalo vsebnost pare znotraj kavitacijskega mehurčka. Posledično se intenzivnost 
sesedanja mehurčkov zmanjša zaradi blažilnega učinka, ki ga povzroča stalna 
kondenzacija pare. Zato bodo tekočine z nižjim uparjalnim tlakom ustvarile višjo 
intenzivnost kavitacije. Povečanje viskoznosti bo dvignilo mejno vrednost 
kavitacijskega dogodka, saj je potrebno premagati močnejšo kohezivno silo. Zato je v 
tekočinah z nižjo viskoznostjo boljši kavitacijski učinek. Tlak, ki ga povzroča 
površinska napetost, bo pospešil postopek sesedanja mehurčkov. Zato se mehurčki 
sesedajo bolj nasilno, ko se površinska napetost poveča in posledično sta končna 
temperatura in tlak tudi nekoliko višja. (Tao in sod., 2016). 
2.6 BAKTERIJA Escherichia coli 
V nalogi smo kot modelni mikroorganizem, ki lahko tvori biofilme v vodovodnem 
sistemu, uporabili bakterijo E. coli, ki kolonizira gastrointestinalni trakt vretenčarjev in 
se običajno uporablja kot indikator kakovosti vode in okolj za predelavo hrane. S 
pridobitvijo specifičnih faktorjev virulence so mnogi sevi E. coli postali pomembni 
patogeni mikroorganizmi, ki povzročajo širok spekter bolezni in predstavljajo veliko 
tveganje za zdravje ljudi po celotnem svetu (Kaper in sod., 2004). Bakterije E. coli, ki 
proizvajajo Shiga-toksin (STEC) so najpogosteje odgovorne za izbruhe, ki so povezani 
z uživanjem kontaminirane pitne vode (Aslam in sod., 2004; Carpentier in Cerf, 1993; 
Dewanti in Wong, 1995; Rivera-Betancourt in sod., 2004). Že samo v Združenih 
državah Amerike se vsako leto okuži z bakterijo E. coli več kot 6,5 milijona ljudi. Od 
teh več kot 100.000 primerov povzroči sepso (Russo, 2003). 
Bakterija E. coli se lahko pritrdi na biotske in abiotske površine, kar ji omogoča 
uspešno naseljevanje različnih niš. Pili tipa I so kritični za tvorbo biofilma E. coli na 
abiotskih površinah (Moreira in sod., 2003; Orndorff in sod., 2004). Njihovo izražanje 
se sproži z vezavo bakterije na površino (Beloin in sod., 2003; Ren in sod., 2004). 
Konjugativni pili lahko delujejo kot pritrjevalni dejavniki, ki omogočajo nespecifične 
stike med celico in površino ter med celicami, s čimer se pospeši postopek prvotnega 
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pritrjevanja na abiotske površine. Prav tako so specifično vpleteni v zorenje biofilma ter 
podpirajo njegovo tridimenzionalno rast (Van Houdt in Michiels, 2005). 
V tekoči kulturi je za avtoagregacijo bakterij E. coli zelo pomembna avtotransportna 
beljakovina Ag43, ki omogoča bakterijsko sedimentacijo in oblikovanje 
tridimenzionalnega biofilma (Schembri in sod., 2003). Poleg beljakovine Ag43, sta 
pomembna tudi adhezina AidA in TibA (Sherlock in sod., 2005). Poleg beljakovin, so 
za tvorbo biofilma pri bakteriji E. coli pomembni trije glavni eksopolisaharidi, polimer 
-1,6-N-acetil-D-glukozamin (PGA), kolanska kislina in celuloza (Beloin in sod., 
2008). Izražanje zunajceličnega polisaharida PGA je vključeno v medcelično adhezijo 
in vezavo celic na površino (Agladze in sod., 2005). Polisaharid PGA služi kot adhezin, 
ki utrdi biofilme E. coli (Kaplan in sod., 2004). Nerazvejan polisaharid PGA ima prav 
tako vlogo pri pritrjevanju na abiotske površine, kot tudi pri medceličnem pritrjevanju 
in dozorevanju biofilma (Wang in sod., 2004). Poleg tega vodi depolimerizacija PGA 
do raztrosa biofilma (Itoh in sod., 2004). Proizvodnja celuloze je povezana s 
sposobnostjo tvorbe togega biofilma na interfazi med zrakom in tekočino (Beloin in 
sod., 2008). Kolanska kislina pa je pomembna pri razvoju zrele arhitekture biofilma 
(Prigent-Combaret in sod., 1999; Hanna in sod., 2003), čeprav ima lahko izražanje 
kapsul iz kolanske kisline zaviralni učinek na sposobnost tvorbe biofilmov sevov E. 
coli, in sicer zaradi prikrivanja avtotransporterjev kot sta Ag43 in AidA (Hanna in sod., 
2003; Schembri in sod., 2004). 
Glikokonjugati na celični površini imajo ključno vlogo pri interakcijah med bakterijami 
in njihovim neposrednim okoljem. Poleg sproščenih polisaharidov, ki so bili 
identificirani kot del biofilmskega matriksa, lahko površinski polisaharidi prispevajo 
tudi k fenotipu biofilma. Večina izolatov E. coli proizvaja kompleksen sloj serotipsko 
specifičnih površinskih polisaharidov, vključno z lipopolisaharidnim (LPS) antigenom 
O in kapsularnim polisaharidnim antigenom K (Beloin in sod., 2008). Mutacije genov, 
ki vplivajo na sintezo LPS, vplivajo na sposobnost E. coli, da se veže na abiotske 
površine (Genevaux in sod., 1999), kar kaže na vlogo LPS pri vezavi. Mutacija genov, 
ki vplivajo na sintezo LPS, povzroči znatno zmanjšanje zmogljivosti zrelih biofilmov E. 
coli. (Beloin in sod., 2008). 
Zelo pomembne beljakovine, ki sodelujejo pri filmotvornosti bakterij E. coli, so 
amiloidni kodri. Bakterijski amiloidni kodri sodelujejo pri vezavi bakterij in izboljšajo 
tvorbo biofilmov (Biesecker in sod., 2018). Kodre kodirajo operoni csgBAC in 
csgDEFG. Gen csgA kodira glavno podenoto fibrila, CsgA, gen csgB pa kodira manjšo 
podenoto CsgB, nukleacijska beljakovina (Fernández in Berenguer, 2000). Prekomerno 
izražanje gena csgA, ki kodira kodre, omogoča E. coli močnejšo tvorbo biofilma, 
medtem ko ima mutanta brez gena manjšo možnost vezave (Vidal in sod., 1998). Poleg 
tega vodi prekomerno izražanje k razvoju diferenciranih, zrelih biofilmov v primerjavi z 
nediferenciranim biofilmom, ki ga tvorijo izogeni sevi divjega tipa. Ta diferenciacija 
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vpliva na razvoj velikih gobastih stebričkov, ki jih tvorijo celice in, ki so med seboj 
ločeni z vodnimi kanali (Reisner in sod., 2003). Različna sestava zunajceličnih 
polimernih substanc lahko značilno vpliva na viskoelastične lastnosti biofilma E. coli 
(Horvat in sod., 2019). 
Na tvorbo biofilmov E. coli vpliva veliko dejavnikov. Eden izmed njih je beljakovina 
CsrA, ki deluje kot represor tvorbe biofilmov in aktivator raztrosa biofilmov (Jackson in 
sod., 2002). Mutanta CsrA prekomerno proizvaja PGA in posledično tvori debelejše 
biofilme. Beljakovina CsrA, ki veže RNA, uravnava tvorbo biofilma prvotno preko 
vezave na neprevedeno vodilno in proksimalno kodirajočo regijo pgaABCD mRNA, ki 
prepreči prevajanje pgaA in destabilizira prepis (Romeo, 1998; Wang in sod., 2005). 
Posledično mutanta CsrA prekomerno proizvaja PGA in izraža dramatično večjo 
stopnjo tvorbe biofilma. Aktivnost CsrA znotraj celice uravnavata dve nekodirajoči 
RNA, to sta CsrB in CsrC, ki se vežeta na CsrA in tako aktivirata izražanje PGA in 
tvorbo biofilma (Wang in sod., 2005; Goller in sod., 2006). Čeprav je prvotni učinek 
CsrA preko njegove regulativne vloge pri metabolizmu glikogena, je lahko le ta tudi 
vezan na njegovo posttranskripcijsko uravnavanje izražanje gena flhDC preko 
spreminjanja hitrosti razpada flhDC mRNA (Wei in sod., 2001; Van Houdt in Michiels, 
2005). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Bakterijski sev 
V nalogi smo uporabljali naslednji sev: 
• Escherichia coli MG1655, DE3 z oznako gfp-E. coli. Sev vsebuje plazmid, ki 
poseduje odpornost proti kanamicinu. Na plazmidu se prav tako nahaja gen, ki 
posledično vodi do konstitutivnega izražanja zelene fluorescirajoče beljakovine 
(Horvat in sod., 2019; Lorenzetti in sod., 2015). 
3.1.2 Kemikalije in reagenti 
30 % (v/v) H2O2      Merck, Nemčija 
70 % (v/v) etanol      Itrij, Slovenija 
Agaroza       Sigma Aldrich, ZDA 
Glukoza       Sigma Aldrich, ZDA 
Kalijev dihidrogenfosfat (KH2PO4)   Sigma Aldrich, ZDA 
Kalijev klorid (KCl)     Sigma Aldrich, ZDA 
Kanamicin sulfat      Sigma Aldrich, ZDA 
Kristal vijolično      Merck, Nemčija 
Kvasni ekstrakt      Biolife, Italija 
Laktoza       Sigma Aldrich, ZDA 
Natrijev hidrogenfosfat (Na2HPO4)   Merck, Nemčija 
Natrijev klorid (NaCl)     Sigma Aldrich, ZDA 
Tripton       Biolife, Italija 
3.1.3 Laboratorijski material 
Brisi        Golias, Slovenija 
Centrifugirke (konusno dno), 50 mL   ISO Lab, Nemčija 
Cepilne zanke, plastične     Golias, Slovenija 
Cevi, polivinilklorid; PVC     Kovinoplastika Zajc, Slovenija 
Filtri s premerom por 0,2 µm    Sartorius, Nemčija 
Injekcijske brizge, 10 mL in 30 mL   BD, ZDA 
Inkubacijska kad za objektna stekelca 
Merilni valj       ISO Lab, Nemčija 
Mikrocentrifugirke, 1,5 mL    Brand, Nemčija 
Nastavki za pipete       Eppendorf, Nemčija 
Objektna stekelca, polimetil metaakrilatna  Acritech, Slovenija 
Petrijeve plošče      Golias, Slovenija 
Pretočna komora      Fakulteta za strojništvo, Slovenija 
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Rokavice       Kimberly-Clark, ZDA 
Steklovina       SIMAX, Češka 
3.1.4 Aparature 
Adaptersko stojalo za mikroskopski okular 
Avtoklav, A-21      Kambič, Slovenija 
Akvarijska črpalka Maxijet 1000    Aquarium Systems, Francija 
Potopna črpalka GP 4500 INOX    T.I.P. GmbH, Nemčija 
Frekvenčnik OPTIDRIVE E2    Invertek Drives, Združeno kraljestvo 
Hladilnik Sanyo Medical     Sanyo, Japonska 
Inkubator 30-37 °C      Binder, Nemčija 
Mešalo Rotamix 550 MMH    Tehtnica, Slovenija 
Merilec pretoka Processmaster 610   ABB GmbH, Nemčija 
Svetlobni mikroskop DM300    Leica Microsystems, Nemčija 
Invertni mikroskop Axio Observez Z1   Zeiss, Nemčija 
pH meter (Inolab)      WTW, Nemčija 
Pincete       Bastos Viegas, Portugalska 
Pipete       Eppendorf, Nemčija 
Globinski ventil 
Rotacijski kavitator      Fakulteta za strojništvo, Slovenija 
Pulzni kavitator      Fakulteta za strojništvo, Slovenija 
Sonikator       Asonic, Slovenija 
Stresalnik       Tehtnica, Slovenija 
Tehtnica Vibra      Tehtnica, Slovenija 
Variabilni avtotransformator HSN0303   Metrel, Slovenija 
Vorteks IKA       IKA Works, Nemčija 
3.1.5 Raztopine in gojišča 
Fiziološka raztopina: 
v deionizirano vodo smo vmešali 0,9 % (w/v) NaCl. Homogeno mešanico smo nato 
avtoklavirali 30 minut pri temperaturi 121 °C. Raztopino smo hranili pri sobni 
temperaturi. 
Fosfatni pufer (PBS): 
v deionizirano vodo smo vmešali 0,8 % (w/v) NaCl, 0,02 % (w/v) KCl, 0,144 % (w/v) 
Na2HPO4 in 0,024 % (w/v) KH2PO4. Homogeno mešanico smo umerili na vrednost pH 
7,0 s postopnim dodajanjem HCl ali NaOH. Tako pripravljeno mešanico smo nato 
avtoklavirali 21 minut pri temperaturi 121 °C. Raztopino smo hranili pri sobni 
temperaturi. 
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Kanamicin, 10 % (w/v) založna raztopina: 
v deionizirano vodo smo vmešali 10 % (w/v) kanamicin sulfat. Homogeno mešanico 
smo nato ob neposredni bližini gorilnika sterilizirali s filtriranjem raztopine preko filtra 
s premerom por 0,2 µm, ki smo ga predhodno omočili z deionizirano vodo. Založno 
raztopino smo hranili pri temperaturi -20 °C. 
Barvilo kristal vijolično: 
v deionizirano vodo smo vmešali založno raztopino 10 % (v/v) barvila kristal vijolično 
in sicer toliko, da smo dosegli končno koncentracijo 1 % (v/v). Raztopino smo hranili 
pri temperaturi 4 °C in je nismo izpostavljali svetlobi. 
Vodikov peroksid (6 %): 
predhodno omenjeni mešanici fosfatnega pufra smo vmešali založno raztopino 30 % 
(v/v) vodikovega peroksida in sicer toliko, da smo dosegli končno koncentracijo 6 % 
(v/v). Svežo raztopino smo pripravljali po potrebi in je nismo izpostavljali svetlobi. 
Agar plošča LB Km: 
v deionizirano vodo smo vmešali 1 % (w/v) tripton, 0,5 % (w/v) kvasni ekstrakt, 0,5 % 
(w/v) NaCl in 1,5 % (w/v) agar. Homogeno mešanico smo nato avtoklavirali 30 minut 
pri temperaturi 121 °C. Po avtoklaviranju smo gojišče prestavili v vodno kopel in ga 
ohladili na 55 °C. V ohlajeno gojišče smo sterilno vmešali predhodno opisano založno 
raztopino kanamicin sulfata v končnih koncentracijah 50 µg mL-1 ali 100 µg mL-1. 
Gojišče smo nato sterilno razlili v Petrijeve plošče in jih inkubirali pri sobni temperaturi 
dokler se ni strdilo (preko noči). Petrijeve plošče s strjenim gojiščem smo hranili pri 
temperaturi 4 °C. 
Agar plošča PCA (ang. Plate count agar): 
v deionizirano vodo smo vmešali 0,5 % (w/v) tripton, 0,25 % (w/v) kvasni ekstrat, 0,1 
% (w/v) glukozo in 0,9 % (w/v) agar. Homogeno mešanico smo umerili na vrednost pH 
7,0 s postopnim dodajanjem HCl ali NaOH. Gojišče smo avtoklavirali 36 minut pri 
temperaturi 110 °C. Po avtoklaviranju smo gojišče prestavili v vodno kopel in ga 
ohladili na 55 °C. Ohlajeno gojišče smo nato sterilno razlili v Petrijeve plošče in jih 
inkubirali pri sobni temperaturi dokler se ni strdilo (preko noči). Petrijeve plošče s 
strjenim gojiščem smo hranili pri temperaturi 4 °C. 
Tekoče gojišče LB: 
v deionizirano vodo smo vmešali 1 % (w/v) tripton, 0,5 % (w/v) kvasni ekstrakt in 0,5 
% (w/v) NaCl. Homogeno mešanico smo nato avtoklavirali 30 minut pri temperaturi 
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121 °C. Tekoče gojišče LB smo pripravljali po 10 mL v erlenmajericah, katerih 
volumen znaša 50 mL. Tekoče gojišče smo hranili pri sobni temperaturi. 
Tekoče gojišče LB z dodano laktozo: 
v predhodno opisani fosfatni pufer smo vmešali 1 % (w/v) tripton, 0,5 % (w/v) kvasni 
ekstrakt, 0,5 % (w/v) NaCl in 2,2 % (w/v) laktozo. Homogeno mešanico smo po potrebi 
umerili na vrednost pH 7,0 s postopnim dodajanjem HCl ali NaOH. Gojišče smo nato 
avtoklavirali 30 minut pri temperaturi 110 °C. Tekoče gojišče smo hranili pri sobni 
temperaturi. Za fosfatni pufer smo se odločili, ker smo pri takšni sestavi gojišča opazili 
manjšo tvorbo nadtlaka znotraj centrifugirk tekom gojenja biofilmov kot tudi 
obsežnejšo rast samih biofilmov. 
3.2 METODE 
3.2.1 Sterilizacija polimetil metaaktrilatnih objektnih stekelc 
Polimetil metaakrilatna (v nadaljevanju PMMA) objektna stekelca dimenzij 75 mm × 
25 mm × 2 mm (dolžina × širina × višina) smo zaradi lažje sledljivosti predhodno 
dosledno označili na mestu, kjer ni vplivalo na nadaljno analizo. Levo in desno stran 
objektnih stekelc smo oblepili z adhezijskim trakom (razen v primeru eksperimentov 
kjer smo proučevali vpliv različnih tokovnih razmer in podaljšanje časa izpostavitvi 
turbulentnem tokovnem režimu na odstranjevanje nezrelih biofilmov; poglavji 4.1 in 
4.2) s čimer smo omejili rast biofilma samo na območje pasu vzdolž sredine s širino 9 
mm (v primeru nezrelih biofilmov) oziroma 3 mm (v primeru dozorelih biofilmov). 
Tako pripravljena PMMA objektna stekelca smo nato sterilizirali s 15 minutno 
inkubacijo v 6 % (v/v) raztopini vodikovega peroksida. Po 15 minutah smo posamezna 
stekelca zaporedoma dvakrat namočili v predhodno opisan sterilni fosfatni pufer. 
Celoten proces sterilizacije smo izvajali v neposredni bližini gorilnika. Stekelca smo 
prenašali s sterilno pinceto, ki smo jo predhodno namočili v 70 % (v/v) etanol in ožgali. 
Stekelca smo sterilizirali neposredno pred uporabo. 
3.2.2 Gojenje kulture gfp-E. coli na trdnih gojiščih 
Zamrznjeno založno kulturo seva gfp-E. coli smo odmrznili pri sobni temperaturi nakar 
smo s sterilno plastično cepilno zanko razmazali zajeti inokulum do posameznih kolonij 
na trdnem gojišču LB z dodanim kanamicinom. Sev smo nacepili na plošče LB z 1,5 % 
(w/v) agarja in koncentracijo kanamicina 50 µg · mL-1. Plošče smo inkubirali 16 ur pri 
temperaturi 28 °C. Precepljanje je potekalo aseptično ob neposredni bližini gorilnika. V 
času ko kultur na trdnih gojiščih nismo uporabljali, smo le ta oblepili s parafilmom in 
jih hranili pri temperaturi 4 °C. 
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3.2.3 Gojenje prekonočne kulture gfp-E. coli 
Po 16 urni inkubaciji pri temperaturi 28 °C smo posamezno kolonijo seva gfp-E. coli s 
sterilno cepilno zanko prenesli iz Petrijeve plošče LB Km v 10 mL tekočega gojišča LB. 
Grlo erlenmajerice, v kateri se je nahajalo inokulirano gojišče, smo zatesnili s sterilno 
vato in nato prekrili z aluminjasto folijo. Inokulirano gojišče smo inkubirali 16 ur pri 
temperaturi 37 °C ob konstantnem stresanju pri 200 obratih na minuto. Pazili smo, da 
volumen tekočega gojišča ne presega več kot eno petino celotnega volumna 
erlenmajerice, s čimer smo zagotovili ustrezno aeriranost stresane kulture. Precepljanje 
smo izvajali aseptično ob neposredni bližini gorilnika. 
3.2.4 Gojenje nezrelih biofilmov bakterije gfp-E.coli pri odsotnosti pretoka 
700 µL prekonočne kulture seva bakterije gfp-E. coli (redčene do optične gostote OD650 
= 0,05 a.u.) smo nanesli na predhodno sterilizirano PMMA stekelce, ki smo ga postavili 
v sterilno Petrijevo ploščo. Tekočo kulturo smo s pomočjo pipetnega nastavka 
razporedili po celotni zgornji površini stekelca, ki ni bila prekrita z adhezijskim trakom. 
Tako inokulirano stekelce smo inkubirali dve uri v pokriti Petrijevi plošči pri sobni 
temperaturi, da so se lahko celice posedale na povšino stekelca. Stekelce smo nato 
skupaj s tekočino prestavili v sterilno centrifugirko (volumen 50 mL; konusno dno), v 
katero smo predhodno dodali 30 mL tekočega gojišča LB z dodano laktozo. Zatesnjeno 
centrifugirko s tekočim gojiščem in inokuliranim stekelcem smo inkubirali v 
vodoravnem položaju 72 ur pri temperaturi 37 °C brez stresanja. Vsakih 24 ur smo 
odlili rabljeno gojišče in dodali enak volumen tekočega gojišča LB z dodano laktozo. 
Po 72 urni inkubaciji smo odlili rabljeno gojišče in s stekelca odstranili šibko vezane 
celice (razen v primeru eksperimentov kjer smo proučevali vpliv različnih tokovnih 
razmer na odstranjevanje nezrelih biofilmov; poglavje 4.1). Slednje smo opravili tako, 
da smo v vsako od treh Petrijevih plošč natočili približno 50 mL raztopine fosfatnega 
pufra. V pufer smo počasi potopili stekelce z biofilmom, pri čemer se je biofilm nahajal 
na zgornji strani stekelca. Potopljeno stekelce smo rahlo stresali s krožnimi gibi, 
približno 10 sekund, in ga nato obrnili na bočno stran in pazljivo odstranili iz pufra. 
Odvečno tekočino smo odstranili tako, da smo rob stekelca za par sekund pritisnili ob 
papirnato brisačo. Celoten postopek smo nato ponovili še dvakrat. Do nadalnje uporabe 
smo stekelce z biofilmom hranili v zatesnjeni centrifugirki, s čimer smo preprečili, da bi 
se biofilmi izsušili. Tekom priprave smo prav tako izvajali kontrolo sterilnosti, ki se od 
zgoraj navedenega razlikuje samo po tem, da gojišča nismo inokulirali. Tekom 
inkubacije smo bili pozorni, da je stekelce bilo v vodoravnem položaju in da je celotna 
površina stekelc bila prekrita s tekočim gojiščem. Postopke smo izvajali aseptično ob 
neposredni bližini gorilnika. 
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3.2.5 Gojenje dozorelih biofilmov bakterije gfp-E.coli pri odsotnosti pretoka 
Gojenje dozorelih biofilmov bakterije gfp-E. coli pri odsotnosti pretoka je potekalo 
podobno kot gojenje prej navedenih nezrelih biofilmov, z določenimi razlikami. V tem 
primeru prekonočne kulture bakterije gfp-E. coli nismo nanašali neposredno na stekelce. 
Sterilno PMMA stekelce smo prenesli v centrifugirko (volumen 50 mL, konusno dno), 
v katero smo predhodno dodali 21,5 mL tekočega gojišča LB z dodano laktozo in 500 
µL neredčene prekonočne kulture gfp-E.coli. PMMA stekelce smo tekom celotnega 
postopka gojenja inkubirali na bočni strani tako, da je interfaza med tekočino in zrakom 
potekala po sredini vzdolž PMMA stekelca. Po 24 urni inkubaciji na 37 °C smo 
odstranili rabljeno gojišče in dodali 23 mL tekočega gojišča LB z dodano laktozo. Po 48 
urni inkubaciji na 37 °C smo ponovno odstranili rabljeno gojišče in tokrat dodali 24 mL 
tekočega gojišča LB z dodano laktozo. Nadaljnji postopki (odstranjevanje šibko vezanih 
celic in shranjevanje) so potekali identično kot v primeru nezrelih biofilmov. Tekom 
priprave smo prav tako izvajali kontrolo sterilnosti, ki se od zgoraj navedenega razlikuje 
samo po tem, da gojišča nismo inokulirali. Tekom inkubacije smo bili pozorni, da je 
stekelce ležalo na bočni strani pod kotom 90 ° glede na interfazo med tekočino in 
zrakom. Postopke smo izvajali aseptično ob neposredni bližini gorilnika. 
3.2.6 Določitev vpliva tokovnih režimov na spiranje biofilmov bakterije gfp-E. coli 
v glavnem kanalu 
Za preučevanje vpliva tokovnih režimov na spiranje bakterijskih biofilmov, je bila 
zgrajena pretočna komora (Priloga N), v katero smo vstavljali PMMA objektna stekelca 
z nagojenim biofilmom. Dimenzije kanala pretočne komore so znašale 266 mm × 10 
mm × 10 mm (dolžina × širina × višina). Pretočna komora je poleg preostalih 
komponent, kot so črpalka, reducirni ventil, variabilni avtotransformator HSN0303 
(Metrel, Slovenija) ali frekvenčnik OPTIDRIVE E2 (Invertek Drives, Združeno 
kraljestvo) ter kroglični ventil, tvorila modelni vodovodni sistem, ki smo ga sklenili s 
PVC cevmi. Tekom eksperimentov smo uporabljali dva različna modelna vodovodna 
sistema, ki sta se med seboj razlikovala predvsem po uporabljeni črpalki. Prvi modelni 
vodovodni sistem je bil sestavljen iz šibkejše akvarijske črpalke Maxijet 1000 
(Aquarium Systems, Francija), ki dosega prostorninske pretoke Qmax = 16,7 L ∙ min
-1. 
Prostorninski pretok smo uravnavali preko variabilnega avtotransformatorja HSN0303 
(Metrel, Slovenija) ter reducirnega ventila. V tem primeru je prostornina modelnega 
vodovodnega sistema znašala 600 mL. Drugi modelni vodovodni sistem je bil sestavljen 
iz močnejše potopne črpalke GP 4500 INOX (T.I.P. Technische Industrie Produkte 
GmbH, Nemčija) z znatno večjo delovno prostornino (2200 mL), ki dosega 
prostorninske pretoke Qmax = 72,5 L ∙ min
-1. V tem primeru smo prostorninski pretok 
uravnavali preko frekvenčnika OPTIDRIVE E2 (Invertek Drives, Združeno kraljestvo). 
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Pred začetkom in na samem koncu eksperimentov smo razstavljena modelna vodovodna 
sistema ustrezno očistili. To smo izvedli tako, da smo notranjost sistemov mehansko 
očistili z drgnjenjem in vodovodno vodo ter detergentom. Odvečni detergent smo 
splahnili z vodovodno vodo. Sistema smo nato sestavili kot prikazano na sliki 2. 
Notranjost takšnega sistema smo nato splahnili s 70 % (v/v) etanolom in nato ponovno z 
zadostno količino vodovodne vode (etanola nismo spirali iz notranjosti vodovodnega 
sistema v primeru ko smo sistem čistili na samem koncu eksperimentov). V tako 
očiščen sistem smo nato vstavili prazno stekelce, ki smo ga pričvrstili z gumico na 
iztočni strani (tako, da nismo vplivali na tokovne razmere na predelu kjer se nahaja 
stekelce z biofilmom). Stekelca smo pričvrstili z gumico saj je dimenzija stekelc znašala 
75 mm × 25 mm × 2 mm, dimenzije pokrovčka kamor smo vstavljali stekelca pa je 
znašala 76 mm × 25 mm × 2 mm. Pokrovček je namerno bil izgrajen 1 mm daljši saj so 
dimenzije stekelc lahko različne. Posledično se je na iztočni strani poleg stekelca 
vstavljalo gumico, dimenzije katere so znašale 1 mm × 2 mm, ki je zapolnila to 
razdaljo. Pravilno usmerjen pokrovček s praznim stekelcem smo nato privili v pretočno 
komoro. Sestavljen sistem smo preko krogličnega ventila popolnoma napolnili z 
vodovodno vodo in ga preko istega ventila popolnoma odzračili. Slednje smo opravili 
tako, da smo kroglični ventil postavili na najvišji nivo in celoten sistem stresali, da so se 
zračni mehurčki pomaknili proti krogličnem ventilu. Novo nastalo nezapolnjeno 
prostornino, ki se je tvorila zaradi odzračevanja, smo nato do konca zapolnili z vodo 
preko krogličnega ventila (ki se je še vedno nahajal na najvišjem nivoju, v primerjavi s 
preostalimi predeli vodovodnega sistema). 
Napolnjen in odzračen sistem smo zaprli preko krogličnega ventila, nato smo odvili in 
odstranili pokrov merilne komore. Pokrov pretočne komore s praznim stekelcem smo 
očistili z detergentom in splahnili z vodo. Na očiščen pokrov smo pričvrstili stekelce z 
nagojenim biofilmom (površina z biofilmom se ni dotikala stene pokrova), s katerega 
smo predhodno odstranili adhezijski trak. Površine stekelca, ki niso bile izpostavljene 
vodovodnemu toku in katere niso vsebovale biofilma, smo očistili in nato pričvrstili z 
gumico v pokrov pretočne komore kot je bilo prej navedeno. Pravilno usmerjen pokrov 
smo privili v pretočno komoro. Po privitju pokrova smo obrnili pretočno komoro okoli 
svoje vzdolžne osi tako, da sta se pokrovk in stekelce z biofilmom nahajala na spodnji 
strani pretočne komore, po biofilmu pa je tekel tok vode. Vstavitev pokrova ter samo 
obračanje komore smo izvajali pazljivo, da ne bi signifikantno vplivali na začetno stanje 
v sistemu. Po vstavitvi v sistem smo v primeru pozitivne kontrole stekelce z biofilmom 
inkubirali 10 minut pod pogoji z odsotnim pretokom. Preostala PMMA objektna 
stekelca z nagojenim biofilmom smo izpostavili pripadajočim tokovnim razmeram (0-
8), ki so navedene v preglednici 1. 
Vsi eksperimenti so potekali pri sobni temperaturi. Prostorninske pretoke tekočine, ki 
smo jih uporabljali tekom eksperimentov, smo določili predhodno na podlagi tehtanja 
iztočne vode (v primeru modelnega vodovodnega sistema s šibkejšo akvarijsko črpalko; 
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opisano v poglavju 3.2.8) ali s pomočjo umeritvene krivulje (v primeru modelnega 
vodovodnega sistema z močnejšo potopno črpalko; opisano v poglavju 3.2.8), 
pridobljene predhodno z uporabo merilca pretoka Processmaster 610 (ABB Automation 
Products GmbH, Nemčija). Takoj po spiranju biofilmov (da ne pride do sedimentacije 
bakterij), smo preko krogličnega ventila vzorčili vodo v sistemu v kateri so se nahajale 
izprane planktonske bakterije. Vzorčili smo 50 mL za boljšo reprezentativnost vzorca. 
V primeru pozitivne kontrole smo vzorčili vodo v sistemu tako, da smo po 10 minutni 
inkubaciji prvo pazljivo odstranili stekelce, očistili pokrovček, vstavili očiščeno prazno 
PMMA stekelce in nazaj privili pokrovček. Nato smo vzpostavili tok. V primeru 
eksperimentov v poglavjih 4.1 in 4.2 smo za 1 minuto vzpostavili prostorninski pretok 
9,4 L min-1, v primeru vseh preostalih eksperimentov pa smo za 1 minuto vzpostavili 
prostorninski pretok 17,6 L min-1. Tok smo nato ustavili in vodo v sistemu vzorčili. 
Vzorce smo do nadaljnih eksperimentov hranili pri temperaturi 4 °C. Stekelca 
izpostavljena toku vode smo odstranili iz sistema in jih inkubirali pokončno na njihovi 
vzdolžni strani pri sobni temperaturi, dokler se niso posušila in so bila pripravljena za 
nadaljnje delo (opisano v poglavju 3.2.9). Odvečno vodo smo ustrezno odstranili in 
sistem očistili tako, da smo razklenili PVC cev od iztočne strani pretočne komore in po 
njem spustili približno 10 L vodovodne vode. 
Tekom eksperimentov smo v naključnih točkah izvajali kontrolo čiščenja tako, da smo 
na koncu čiščenja z vodovodno vodo vzorčili 50 mL vode, ki smo jo do nadaljnjega 
hranili pri temperaturi 4 °C. Tekom eksperimentov smo sistem čistili samo z vodovodno 
vodo, ker so kontrole čiščenja (neodvisno od tokovnega režima, ki smo ga predhodno 
uporabili za odstranjevanje biofilmov) bile negativne v vseh primerih. Tekom 
eksperimentov smo pazili na dosledno orientiranost stekelc z nagojenimi biofilmi ter tok 
tekočine v sistemu. 
Preglednica 1: Tokovni režimi, uporabljeni tekom dela. Posamezni tokovni režimi so označeni s 
pripadajočo številčno oznako (levi stolpec, v oklepaju). V tretjem in četrtem stolpcu so podane vrednosti 
za hitrost toka in Reynoldsovo število, ki smo jih izpeljali iz vrednosti prostorninskega pretoka s pomočjo 
enačb 1 in 5. Tokovni režimi 1-3 so bili izmerjeni z metodo tehtanja iztočne vode. Tokovni režimi 4-8 so 
bili izmerjeni z uporabo merilca pretoka. Obe metodi sta opisani v poglavju 3.2.8. 
Vrsta tokovnega režima 
(številčna oznaka) 
Prostorninski pretok Q 
[L ∙ min-1] 
Hitrost toka uavg 
[m ∙ s-1] 
Reynoldsovo 
število Re 
Režim z odsotnim pretokom(0) 0 0 0 
Laminarni tokovni režim (1) 0,6 0,10 1000 
Prehodni tokovni režim (2) 1,3 0,20 2200 
Turbulentni tokovni režim (3) 9,4 1,60 16000 
Turbulentni tokovni režim (4) 8,8 1,47 15000 
Turbulentni tokovni režim (5) 17,6 2,93 30000 
Turbulentni tokovni režim (6) 26,3 4,38 45000 
Turbulentni tokovni režim (7) 35,6 5,93 60000 
Turbulentni tokovni režim (8) 52,0 8,67 90000 
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V tem sklopu eksperimentov smo prav tako odstranjevali biofilme, ki so rastli 72 ur 
znotraj glavnega kanala modelnega vodovodnega sistema pod turbulentnim tokovnim 
režimom (Re = 1,6 ∙ 104; Q = 9,4 ∙ L min-1), priprava katerega je podrobneje opisana v 
poglavju 3.2.11 (z izjemo, da biofilmov, ki smo jih spirali nismo predhodno opazovali 
pod invertnim mikroskopom). Takše biofilme smo nato izpostavili izpostavili 
tokovnima režimoma 0 in 8, ki sta opisana v preglednici 1. 
 
Slika 2: Shematski prikaz modelnih vodovodnih sistemov, uporabljenih za določitev vpliva tokovnih 
režimov na spiranje ter rast in razvoj biofilmov bakterije gfp-E. coli. Modelni vodovodni sistem s 
pretočno komoro priključeno na glavni kanal (A). Modelni vodovodni sistem s pretočno komoro 
priključeno na mrtvi rokav (B). Komponente modelnega vodovodnega sistema: reducirni ventil (1), 
merilec pretoka (2), pretočna komora (3), akvarijska ali potopna črpalka (4), variabilni avtotransformator 
(v primeru uporabe akvarijske črpalke) ali frekvenčnik (v primeru uporabe potopne črpalke) (5), tri 
smerni vzorčni ventil (6). S sivo barvo je označeno mesto kjer se je nahajal merilec pretoka tekom 
pridobivanja podatkov za umeritveno krivuljo. Med eksperimenti spiranja biofilmov le ta ni bil priključen 
v modelni vodovodni sistem. 
3.2.7 Spiranje biofilmov bakterije gfp-E. coli v slepem rokavu 
Eksperimentalni postopki so potekali podobno tistim navedenim v poglavju 3.2.6 s 
sledečimi izjemami. Vtočno stran pretočne komore smo tokrat priključili pravokotno na 
tok tekočine v modelnem vodovodnem sistemu, iztočno stran pa smo zaprli z navojem. 
Prostorninske pretoke tekočine, ki smo jih uporabljali v tem delu eksperimentov, smo 
izmerili predhodno s pomočjo merilca pretoka Processmaster 610 (ABB Automation 
Products GmbH, Nemčija), kot je opisano v poglavju 3.2.8. Natančnejši opis in sestava 
sistema sta prikazana na sliki 2 (B). Postopki polnjenja, nastavitve, vzorčenja in čiščenja 
so potekali podobno tistim navedenim v poglavju 3.2.6, vendar smo tokrat tekom 
čiščenja sistema le tega razklenili neposredno za mestom, na katerega smo pravokotno 
priključili pretočno komoro kot tudi odstranili navoj na iztočni strani pretočne komore. 
Posamezna PMMA objektna stekelca z nagojenim biofilmom smo izpostavili 
pripadajočim tokovnim razmeram (0, 8 ter 9), ki so navedene v preglednici 1. Tekom 
eksperimentov smo prav tako izvajali predhodno navedeno pozitivno kontrolo ter 
kontrolo čiščenja. Vsi eksperimenti so potekali pri sobni temperaturi. Tekom 
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eksperimentov smo pazili na dosledno orientiranost stekelc z nagojenimi biofilmi ter tok 
tekočine v sistemu. 
3.2.8 Določitev hitrosti toka v glavnem kanalu 
V modelnem vodovodnem sistemu prikazanem na sliki 2 (A), smo prostorninski pretok 
vode v sistemu določili z metodo tehtanja iztočne vode. To smo izvedli tako, da smo 
sistem brez vode razklenili na iztočni strani pretočne komore. Vtočno stran tako 
razklenjenega sistema, ki je sedaj bila v neposredni bližini akvarijske črpalke, smo 
potopili v večji volumen vode. Iztočna stran je vodila do posode na tehtnici. Ob 
delovanju akvarijske črpalke, se je vzpostavil tok vode, ki se je iztekal v posodo in 
hitrost katerega smo uravnavali preko reducirnega ventila ter variabilnega 
avtotransformatorja HSN0303 (Metrel, Slovenija). Vrednost prostorninskega pretoka Q 
vode smo izračunali z enačbo 4: 






 ... (4) 
pri čemer je m masa iztočene vode [kg], ρ gostota vode pri temperaturi 20 °C [998,21 kg 
∙ m-3], t čas polnjenja posode [min] in V prostornina vode [m3]. Na podlagi pridobljenih 
vrednosti prostorninskega pretoka vode v sistemu pri različnih obratovalnih pogojih, 
smo nato izračunali različne parametre, kot so Reynoldsovo število Re v sistemu, s 
pomočjo enačbe 1 (pri čemer smo karakteristično dolžino izračunali z enačbo 2), ter 
hitrost toka uavg, s pomočjo enačbe 5: 






 ... (5) 
pri čemer je A prečna površina [m2] kanala pretočne komore. S tem smo pridobili 
obratovalne pogoje, ki omogočajo vzpostavitev različnih tokovnih režimov znotraj 
modelnega vodovodnega sistema in so podrobneje navedeni v preglednici 1. Tekom 
eksperimentov, kjer smo uporabljali modelni vodovodni sistem z močnejšo potopno 
črpalko GP 4500 INOX (T.I.P. Technische Industrie Produkte GmbH, Nemčija), 
prikazan na sliki 2 (A in B), smo prostorninski pretok vode določili tako, da smo v 
neposredno bližino vtočne strani pretočne komore priključili merilec pretoka 
Processmaster 610 (ABB Automation Products GmbH, Nemčija). V sklenjenem sistemu 
smo nato uravnavali prostorninski pretok vode preko frekvenčnika OPTIDRIVE E2 
(Invertek Drives, Združeno kraljestvo). Pridobili smo vrednosti prostorninskega pretoka 
vode pri različnih električnih frekvencah [Hz] v širšem razponu, od 10 Hz do 60 Hz 
(Priloga D), nato smo po potrebi z linearno interpolacijo izračunali vmesne vrednosti 
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električne frekvence, da smo dosegli željeni prostorninski pretok vode s pomočjo 
enačbe 6: 
 f = Q ∙ 0,8708 ... (6) 
pri čemer je f uporabljena električna frekvenca [Hz] in Q željeni prostorninski pretok [L 
∙ min-1]. Merilec pretoka ni bil priključen v sistem med izvajanjem eksperimentov 
spiranja biofilma. V obeh primerih smo tekom meritev pazili, da je celotna dolžina 
sistema v vodoravnem položaju tako, da ni bilo opaznih večjih višinskih razlik, ki bi 
lahko vplivale na meritve. 
3.2.9 Določanje pokritosti PMMA objektnih stekelc z biofilmom bakterije gfp-E. 
coli 
Kot je bilo že omenjeno v poglavju 3.2.6 in 3.2.7, smo po spiranju PMMA objektna 
stekelca z nagojenim biofilmom odstranili iz sistema in jih v stoječem položaju (z 
namenom, da s stekelc odteče voda, ki vsebuje tudi sprane celice) pustili, da se sušijo 
pri sobni temperaturi. Ko so se stekelca posušila, smo na le ta s plamenom fiksirali 
preostali biofilm. Stekelca s fiksiranim biofilmom smo nato kontrastirali z 10 minutno 
inkubacijo v 1 % (v/v) raztopini barvila kristal vijolično. S stekelc smo nato odstranili 
odvečno barvilo tako, da smo v tri Petrijeve plošče natočili deionizirano vodo, v katere 
smo nato zaporedoma potopili stekelca z obarvanim biofilmom. Stekelca smo ponovno 
posušili pri sobni temperaturi v stoječem položaju. Tako pripravljena stekelca smo nato 
analizirali s pomočjo svetlobnega mikroskopa DM300 (Leica Microsystems, Nemčija). 
Površino stekelca, ki je bila prekrita z biofilmom, smo analizirali s pomočjo 
adapterskega stojala za mikroskopski okular, na katerega smo pričvrstili kamero 
ločljivosti 12 Mp. Slike smo zajemali pri 400x povečavi in sicer vsakih 5 mm vzdolž 
sredine stekelca od vtočne proti iztočni strani, s čimer smo zajeli 16 slik na 
posameznem stekelcu. Posamezne slike za vsako stekelce smo nato analizirali v 
programu Fiji (Fiji Is Just ImageJ), verzija 1.52c, kjer smo s pomočjo »metode 
trikotnika« (ang. triangle method (Zack in sod., 1977)) pridobili vrednost pokritost 
površine Ax zajetega mesta z biofilmom bakterije gfp-E. coli. Slednje smo izvedli tako, 
da smo barvne slike pretvorili v črno-bele 8 bitne slike. Slike smo nato dosledno 
obrezali, tako da so vsebovale samo še osvetljeno vidno polje s PMMA stekelcem in 
biofilmom. S pomočjo »metode trikotnika« smo sliko nato pretvorili v binarni format s 
črnim odzadjem in belim biofilmom, pri čemer je metoda avtomatsko določila lokalno 
mejno vrednost, ki ločuje sliko biofilma od odzadja. Vsem slikam v nizu smo nato 
odstranili šum s funkcijo »despeckle«. Na celotnem vidnem polju vsake slike v uvoženi 
sekvenci smo nato izmerili pokritost površine s funkcijo »measure« Povprečno pokritost 
površine A [%] posameznih stekelc smo nato izračunali z enačbo 7: 
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 A = 
∑ Ax
n
 ... (7) 
pri čemer je Ax odstotek površine PMMA stekelca, preraščenega z biofilmom [%] na 
določeni oddaljenosti x [mm] od vtočne strani PMMA stekelca in n število 
mikroskopskih merilnih mest. Slike smo zajemali pri enaki osvetlitvi in stopnji odprtosti 
svetilke.  
3.2.10 Določitev števila kolonij gfp-E. coli spranih v obtok 
Iz vzorčene vode smo pripravili redčitveno vrsto. Pripravljali smo 10 % redčitve (v/v). 
Posamezne redčene vzorce smo nato nanesli na agar plošče LB Km. Na plošče smo 
nanašali po 20 µL posameznih vzorcev. Plošče smo inkubirali pri sobni temperaturi 
dokler nismo več opazili tekočine, nakar smo jih inkubirali pri temperaturi 28 °C, 16 ur. 
Po končani inkubaciji smo prešteli število kolonij pri ustrezno redčenem vzorcu in sicer 
tam kjer smo opazili med 2 in 20 kolonij (Herigstad in sod., 2001). Število kolonij CFU 
∙ mL-1 (ang. colony forming units; CFU) v izvornem vzorcu in posledično v modelnem 
vodovodnem sistemu ob trenutku vzorčenja smo nato izračunali z enačbo 8: 




Vi ∙ n ∙Di
 ... (8) 
pri čemer je CFUi število kolonij za tehnično ponovitev [CFU], Vi prostornina 
inokuluma [mL], n število tehničnih ponovitev ter Di, stopnja redčitve. Postopke smo 
izvajali aseptično ob neposredni bližini gorilnika. 
3.2.11 Določitev vpliva tokovnih režimov na rast in razvoj biofilmov bakterije gfp-
E. coli 
Za rast biofilmov bakterije gfp-E. coli smo uporabili modelna vodovodna sistema s 
pretočno komoro, prikazana na sliki 2 (slika A za tvorbo biofilmov v glavnem, slika B 
za tvorbo biofilmov v mrtvem rokavu). V tem primeru je na modelni vodovodni sistem 
bila priključena akvarijska črpalka, prostornina sistema pa je znašala 400 mL. Pred 
vsakim eksperimentom smo razstavljen modelni vodovodni sistem in pretočno komoro 
mehansko očistili z drgnjenjem in detergentom, ki smo ga nato v celo odstranili s 
spiranjem z vodovodno vodo. Sklenjen modelni vodovodni sistem, v katerem smo gojili 
biofilme, smo nato kemično sterilizirali. Sterilizacijo smo izvedli tako, da smo merilno 
postajo, preko krogličnega ventila, napolnili s 6 % (v/v) vodikovim peroksidom. Zaprti 
modelni vodovodni sistem smo tako inkubirali vsaj 30 minut pri sobni temperaturi, z 
občasno vzpostavitvijo turbulentnih pogojev za krajši čas (9,4 L ∙ min-1, 1 min). Tekom 
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kemične sterilizacije smo sterilizirali kroglični ventil tako, da smo ga pomočili v 70 % 
(v/v) etanol in ožgali. Vodikov peroksid smo nato iztočili, modelni vodovodni sistem pa 
napolnili z deionizirano vodo. Nato smo vzpostavili turbulentni tok (9,4 L ∙ min-1, 1 
min). Deionizirano vodo smo nato iztočili in sistem napolnili z gojiščem LB z dodano 
laktozo. S ponovno vzpostavitvijo turbulentnih pogojev znotraj zaprtega sistema, smo 
gojišče pomešali in nato vzorčili 200 µL suspenzije, ki smo jo nacepili na gojišče PCA 
in razmazali s sterilno spatulo Drigalski (kontrola čiščenja). Kontrolo čiščenja smo 
izvajali v treh tehničnih ponovitvah, rezultati katere so podali oceno o ustreznosti 
postopka sterilizacije in predstavljajo izhodiščno stanje znotraj sistema pred inokulacijo. 
Pri kontroli čiščenja nismo v nobenem primeru opazili rasti na gojišču PCA (< 5 CFU ∙ 
mL-1, oziroma preračunano na celoten volumen < 2 ∙ 103 CFU na delovno prostornino 
modelnega vodovodnega sistema). V pretočno komoro smo nato vstavili sterilno 
PMMA stekelce (procesa sterilizacije in vstavitve sta podrobneje opisana v poglavjih 
3.2.1 ter 3.2.6). Sledila je inokulacija modelnega vodovodnega sistema, kar smo izvedli 
tako, da smo preko krogličnega ventila inokulirali prekonočno kulturo (priprava opisana 
v poglavju 3.2.3) bakterije gfp-E. coli do končne koncentracije 1 × 106 CFU ∙ mL-1 
(teoretična optična gostota OD650 = 0,0013 a.u.). Prostornino inokuluma Vi, potrebnega, 
da dosežemo takšno končno koncentracijo, smo izračunali s pomočjo enačbe 9: 
 𝑉𝑖 =
𝑉𝑠  ∙ 10




1,8 ∙ 108  ∙ 𝐶𝐹𝑈 ∙ 𝑚𝐿−1
] ... (9) 
pri čemer je Vs delovna prostornina modelnega vodovodnega sistema [mL] (v našem 
primeru 400 mL) in ODi izmerjena optična gostota OD650 [a.u.] inokuluma. Količnik na 
desni strani enačbe smo pridobili iz časovne točke t = 120 min, prikazane na Priloga E, 
kjer smo v območju linearne sorazmernosti izmerili število kolonij 1,8 ∙ 108 CFU ∙ mL-1 
pri optični gostoti OD650 = 0,24. 
Skupni čas inkubacije modelnega vodovodnega sistema pri temperaturi 37 °C in 
navedenih tokovnih razmerah (tokovni režimi 0, 1 ali 3, opisani v preglednici 1) je 
znašal 48 ur. Vsakih 24 ur smo rabljeno gojišče zamenjali s svežim. To smo izvedli 
tako, da smo ustavili tok, sterilizirali kroglični ventil kot prej navedeno, iztočili rabljeno 
gojišče, ponovno sterilizirali kroglični ventil in nato sistem napolnili s svežim gojiščem 
LB z dodano laktozo. Po 48 urah smo odstranili PMMA stekelce in ga trikrat 
zaporedoma sprali v sterilni raztopini fosfatnega pufra, kot je opisano v poglavju 3.2.4, 
da smo odstranili šibko vezane celice. Na stekelce smo nato nanesli 10 µL raztopine 
sterilnega fosfatnega pufra in biofilm prekrili s krovnim stekelcem dimenzij 20 mm × 
20 mm × 0,19 mm (dolžina × širina × višina) katerega smo predhodno sterilizirali v 6 % 
(v/v) raztopini vodikovega peroksida in popolnoma sprali v sterilni raztopini fosfatnega 
pufra. Krovno stekelce smo namestili na sredino PMMA stekelca. Za opazovanje 
biofilmov smo uporabljali invertni mikroskop Axio Observer Z1 (Zeiss, Nemčija). 
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PMMA stekelca smo opazovali s kontrastno tehniko diferencialnega interferenčnega 
kontrasta (DIC) in fluorescenčno tehniko (FL). Mikroskopirali smo pri 20x povečavi 
(objektiv 20x/0,4). Tekom dela smo pazili, da se biofilm ni izsušil. Po koncu 
mikroskopiranja smo PMMA stekelca barvali z 1 % (v/v) raztopino barvila kristal 
vijolično, na podlagi česar smo določili pokritosti površine z biofilmom (kot je opisano 
v poglavju 3.2.9). Ob času t = 0 ur in vsakih nadaljnjih 24 ur smo prav tako vzorčili 
suspenzijo znotraj modelnega vodovodnega sistema. Vzorcem smo izmerili dejansko 
optično gostoto (OD650) in jih nacepili na plošče LB Km, kot je opisano v poglavju 
3.2.10. Tako smo pridobili vrednost o številu kolonij znotraj modelnega vodovodnega 
sistema (izračunano z enačbo 8). 
3.2.12 Določitev vpliva hidrodinamske kavitacije na število bakterije gfp-E. coli 
Eksperimente za proučevanje vpliva hidrodinamske kavitacije na število bakterije gfp-
E. coli smo izvajali v dveh različnih sistemih. Prvi sistem, pulzna kavitacijska postaja, 
je podrobneje opisana drugje (Kosel in sod., 2017) in shematsko prikazana na sliki 3 
(A). Pulzna kavitacijska postaja je zaprti sistem z dvema zalogovnikoma za tekočino, ki 
sta med seboj povezana preko kanala z Venturijevo cevjo. V zaprtem sistemu se nato v 
vsakem rezervoarju izmenično tvori nadtlak, zaradi česar tekočina prehaja iz enega 
rezervoarja v drugega preko Venturijeve cevi. Vrsta hidrodinamske kavitacije, ki se 
tvori se tako lahko uravnava preko tlačne razlike v rezervoarjih. V našem primeru so 
bili eksperimentali pogoji takšni, da se je tvorila razvita nestabilna hidrodinamska 
kavitacija in so bili identični tistim opisanim drugje (Kosel in sod., 2017). V sklopu teh 
eksperimentov smo preučevali vpliv razvite nestabilne kavitacije na prekonočne kulture 
planktonskih celic gfp-E. coli različnih izhodiščnih koncentracij. Drugi sistem za 
preučevanje vpliva hidrodinamske kavitacije na število bakterije gfp-E. coli je bil 
rotacijski generator hidrodinamske kavitacije, ki je podrobneje opisan drugje (Šarc in 
sod., 2018) in shematsko prikazan na sliki 3 (B). Rotacijski generator hidrodinamske 
kavitacije je prav tako zaprti sistem z rezervoarjem za fluid, povezan na cevi, ki tvorijo 
tokokrog. Tokokrog vodi preko samega rotacijskega kavitatorja, ki v tem primeru prav 
tako služi kot črpalka za poganjanje in uravnavanje pretoka. Rotacijski kavitator je 
poleg drugih komponent sestavljen iz statorja in rotacijskega diska. Obe sestavini imata 
na svoji površini zobe, ki ob rotaciji rotacijskega diska tvorijo začasne strukture 
podobne Venturijevi šobi. Sistem nudi možnost uravnavanja tlaka znotraj rotacijskega 
kavitatorja zaradi česar se lahko vrsta hidrodinamske kavitacije, ki se tvori tako 
uravnava preko tlačne razlike in pretoka (odvisen od obratov na minuto, ki jih opravi 
rotacijski disk). V našem primeru so bili eksperimentali pogoji takšni, da se je tvorila 
superkavitacija in so bili identični tistim opisanim drugje (Šarc in sod., 2018). 
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Slika 3: Shematski prikaz modelnih vodovodnih sistemov, uporabljenih za tvorbo hidrodinamske 
kavitacije. Shematski prikaz pulzne kavitacijske postaje (A) za nastanek razvite nestabilne kavitacije 
(Zupanc in sod., 2013) in rotacijskega generatorja superkavitacije (B) za natanek hidrodinamske 
superkavitacije (Šarc in sod., 2018). Komponente merilnih postaj: zalogovnik (1), Venturijeva cev (2), tri 
smerni preklopni ventil (3), merilec pretoka (4), izmenjevalec toplote (5), merilec tlaka (6), rotacijski 
generator kavitacije (7). 
V sklopu teh eksperimentov smo preučevali vpliv superkavitacije tako na prekonočno 
kulturo planktonskih celic gfp-E. coli, kot tudi na celice, odstranjene iz biofilma gfp-E. 
coli. V obeh primerih smo prekonočno kulturo gfp-E. coli pripravili kot je opisano v 
poglavju 3.2.3. Neposredno pred eksperimenti smo kulturo redčili 103-krat ali 106-krat v 
1 L vodovodne vode (v primeru dela na pulzni kavitacijski postaji) ali 102-krat v 2 L 
vodovodne vode (v primeru dela na rotacijskem generatorju superkavitacije). Vzorec s 
celicam, ki smo jih odstranili iz biofilma gfp-E. coli, smo pripravili tako, da smo ga 
spirali kot je opisano v poglavju 3.2.6. V tem primeru smo nezrel biofilm gfp-E. coli 
popolnoma sprali s prostorninskim pretokom, ki ustreza Reynoldsovem številu 6 ∙ 104 
na mestu biofilma. 2 L takšnega vzorca smo nato odvzeli za nadaljnje eksperimente. Za 
pozitivno kontrolo smo od vseh vzorcev odvzeli 5 mL ustrezno redčene kulture. Odvzeti 
vzorec smo tekom časa izvajanja eksperimentov inkubirali pri sobni temperaturi. 
Takšen vzorec je služil za določitev ocene hitrosti rasti/odmiranja znotraj vodovodne 
vode pri sobni temperaturi. S preostankom vzorca smo napolnili sistem (1 L v primeru 
dela na pulzni kavitacijski postaji in 2 L v primeru dela na rotacijskem generatorju 
superkavitacije), ki smo ga nato ustrezno odzračili in zaprli. Znotraj zaprtega in 
odzračenega sistema smo nato vzpostavili pretok. Ob izbranih časovnih točkah smo 
začasno ustavili pretok in preko vzorčnega ventila odvzeli 50 mL vzorca, kar je 
predstavljalo mrtvo prostornino znotraj vzorčnega ventila. Nadaljnjih 5 mL smo vzorčili 
in shranili pri 4 °C, 50 mL pa vrnili v sistem, znotraj katerega smo nato ponovno 
vzpostavili pretok. Pred začetkom in po koncu eksperimentov smo očistili sistem tako, 
da smo odstranili preostanek redčenega vzorca in v sistem napolnili vodovodno vodo. 
Sistem smo odzračili in zaprli nakar je po vzpostavitvi pretoka bilo opravljenih 10 
obhodov pred zaustavitvijo. Sistem smo nato popolnoma izpraznili in postopek čiščenja 
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ponovili še dvakrat. Tekom eksperimentov sistema nismo čistili z razkužilom saj smo se 
želeli izogniti vplivu ostankov razkužila na zmanjšanje živosti bakterij. Ustreznost 
postopka čiščenja smo preverili z vzorčenjem (kot je opisano predhodno) 5 mL 
iztočenega volumna v zadnjem koraku čiščenja, ki smo ga nato shranili pri 4 °C. Vse 
vzorce (razen kontrolo čiščenja) smo serijsko redčili in nacepili na trdno gojišče LB Km 
ter jih inkubirali kot je navedeno v poglavju 3.2.10. Kontrole čiščenja so bile negativne 
v vseh primerih. V primeru dela na pulzni kavitacijski postaji tekom eksperimentov 
nismo uravnavali temperature sistema. V primeru dela na rotacijskem generatorju 
superkavitacije, smo uravnavali temperaturo s pomočjo izmenjevalca toplote, kjer 
temperatura ni bila nižja od 25 °C ali višja od 30 °C. 
3.2.13 Simulacija toka v modelnih vodovodnih sistemih 
Simulacije računske dinamike tekočin so bile izvedene na Fakulteti za Strojništvo, 
Univerze v Ljubljani. Simulacije računske dinamike tekočin so bile že predhodno 
podobno izvedene za namen proučevanja biološkega obraščanja znotraj modelnih 
vodovodnih sistemov (Teodósio in sod., 2012; Teodósio in sod., 2013) Za izvedbo 
simulacije je bil uporabljen program ANSYS R19.2 v katerem se je tudi rekonstruiralo 
lumen pretočne komore in relevantne regije v neposredni bližini za vsak uporabljen 
modelni vodovodni sistem. Za lastnosti tekočine so bile predpostavljene vrednosti za 
vodo pri temperaturi 20 °C in standardnem tlaku 1013,25 hPa, in sicer gostota 998,2 kg 
∙ m-3 ter dinamična viskoznost 1,003 ∙ 10-3 Pa ∙ s. Predpostavljena je bila mirujoča stena 
brez zdrsa. V primeru turbulentnega toka je bil uporabljen standardni model hrapavosti, 
z višino hrapavosti 0 m in konstanto hrapavosti 0,5. Na podlagi geometrije modelnih 
vodovodnih sistemov, smo izdelali računsko mrežo. Osnovna velikost posamezne 
kontrolne prostornine je znašala 1 mm, medtem ko je velikost kontrolnih prostornin v 
predelu opazovanja znašala 0,5 mm. V obeh primerih smo se poslužili uporabe 
simetrije, tako da smo dejansko računali le polovico celotne geometrije modelnih 
vodovodnih sistemov. Za nižje prostorninske pretoke (Q = 0,6 L ∙ min-1) smo privzeli 
laminarni tok, kjer smo pri danih parametrih rešili funkcije modela laminarnega toka. Za 
višje prostorninske pretoke (Q = 9,4 L ∙ min-1, 35,6 L ∙ min-1 in 52,0 L ∙ min-1) se je 
predpostavil turbulentni tok, kjer smo pri danih parametrih rešili funkcije modela SST 
k-ω. Za robne pogoje je bil na vstopu v domeno definiran ustrezen masni pretok in na 
izstopu tlak okolice, t.j. standardni tlak. Pri danih parametrih so rešitve funkcij modelov 
poleg vrednosti o hitrosti toka na določeni točki znotraj modelnega vodovodnega 
sistema, prav tako podale vrednosti o lokalni strižni napetosti. Za grafični prikaz 
podatkov o hitrosti toka in strižni napetosti, smo vrednosti normirali. Vrednosti za 




 ... (10) 
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pri čemer je ui,norm normirana vrednost za hitrost toka, umax [m ∙ s
-1] maksimalna 
vrednost za hitrost toka znotraj nabora podatkov in ui [m ∙ s
-1] izbrana vrednost za 
hitrost toka znotraj nabora podatkov. Vrednosti za strižno napetost smo normirali s 




 ... (11) 
pri čemer je τi,norm normirana vrednost za strižno napetost, τmax [Pa] maksimalna 
vrednost za strižno napetost znotraj nabora podatkov in τi [Pa] izbrana vrednost za 
strižno napetost znotraj nabora podatkov. 
3.2.14 Statistična obdelava podatkov 
Statistična obedelava podatkov je bila izvedena v programu OriginPro 2016. Statistični 
test, ki smo ga uporabljali za preverjanje obstoja značilne razlike med osrednjimi 
vrednostmi različnih vzorcev (poglavji 4.1 in 4.4), je bila enosmerna analiza variance 
(ang. one way analysis of variance; ANOVA). Značilno razliko smo preverjali pri 
stopnji značilnosti α = 0,05. Naknadno smo izvedli post hoc test Tukey, da smo 
pridobili podrobnejše rezultate o tem kateri vzorci se med seboj značilno razlikujejo. Za 
preverjanje obstoja značilne razlike med osrednjimi vrednostmi začetnega in končnega 
stanja vzorcev (poglavji 4.3 in 4.6), smo uporabili Studentov t-test. Značilno razliko 
smo preverjali pri stopnji značilnosti α = 0,05. Za preverjanje korelacije med zveznimi 
podatki smo uporabili Pearsonov količnik korelacije. Stopnja značilnosti je bila 
postavljena pri α = 0,05. Za vse podatke smo predpostavili normalno porazdelitev. Vsa 
statistična obdelava podatkov je bila opravljena na izvornih podatkih. 
3.2.15 Matematično modeliranje in analiza podatkov 
Kjer je navedeno, smo podatke za število kolonij log10(x + 1) transformirali. To smo 










] ... (12) 
pri čemer predstavlja CFUi povprečno število kolonij [CFU ∙ mL
-1] za neodvisno 
ponovitev in n število neodvisnih ponovitev. 
V vseh primerih smo vrednostim za pokritost površine odstranili odzadje. To smo 
izvedli tako, da smo povprečno vrednost pokritosti površine vzorcev pozitivne kontrole 
(pridobljenih kot je navedeno v poglavjih 3.2.4 in 3.2.5 in kontrastiranih z barvilom 
kristal vijolično kot je opisano v poglavju 3.2.9), ki je znašala 0,5 % (n = 3), odšteli od 
povprečne vrednosti pokritosti površine posameznega neodvisnega vzorca. Da smo 
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pridobili podatke, prikazane na sliki 7 v poglavju 4.2, smo izvornim podatkom, 
prikazanim na Priloga F, prav tako odstranili odzadje za vrednosti število kolonij. To 
smo izvedli tako, da smo vrednosti za število kolonij, pridobljenih pri Re = 0 odšteli od 
vseh vrednosti za število kolonij znotraj niza podatkov iste neodvisne ponovitve. 
Vrednosti za število kolonij pridobljenih pri Re = 0 je posledično zavzelo vrednost 0 
CFU ∙ mL-1. 
Podatkom na sliki 5, sliki 7 in prilogi E smo prilegali logistično funkcijo. Prileganje 
funkcije smo izvedli s pomočjo algoritma v programu OriginPro 2016. Logistična 
funkcija, ki smo jo prilegali podatkom, je sestavljena iz štirih parametrov in je prikazana 









+ A2 ... (13) 
pri čemer je A1 začetna mejna vrednost neodvisne spremenljivke x (v primeru slike 7 je 
neodvisna spremenljivka x Reynoldsovo število, v primeru slike 5 in Priloga E pa je 
neodvisna spremenljivka x čas), A2 končna mejna vrednost neodvisne spremenljivke x, 
x0 vrednost neodvisne spremenljivke x, ki se nahaja na središču sigmoide in B hitrost 
rasti logistične funkcije. V enačbi 13 predstavlja y vrednost za odvisno spremenljivko. 
Odvisne spremenljivke, ki smo jih vnašali, so bile pokritost površine (slika 5 in slika 7), 
število kolonij (slika 7 in priloga E) in optična gostota (priloga E). Na sliki 5 smo 
funkcijo prilegali samo podatkom za pokritost površine medtem kot smo na sliki 7 
prilegali funkcijo tako podatkom o pokritosti površine kot tudi podatkom za število 
kolonij. Na Priloga E smo logistično funkcijo prilegali tako podatkom o številu kolonij 
kot tudi podatkom o optični gostoti. V primeru podatkov, prikazanih na sliki 7, smo pri 
prileganju krivulje podatkom o pokritosti površine, ročno nastavili parameter A2 na 
vrednost (0 ± 0) %. Pri prileganju krivulje podatkom o številu kolonij, smo ročno 
nastavili parameter A1 na vrednost (0 ± 0) log10(CFU ∙ mL
-1). V vseh primerih smo 
uporabljali algoritem »concatenated fit«, ki izbrano funkcijo najprej prilega 
posameznim nizom podatkov za neodvisno ponovitev, le te pa nato združi v enotno 
prilegano funkcijo na podlagi izbranih uteži. V našem primeru so funkcije za niz 
neodvisnih ponovitev imele enakomerno težo. Ključni parametri za vse prilegane 
funkcije so prikazani na Priloga H.  
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4.1 VPLIV RAZLIČNIH TOKOVNIH REŽIMOV NA ODSTRANJEVANJE 
NEZRELIH BIOFILMOV gfp-E. coli 
Vpliv različnih tokovnih režimov (laminarni, prehodni ali turbulentni) na odstranjevanje 
nezrelih biofilmov bakterije gfp-E. coli je prikazan na sliki 4. Opazimo lahko, da je 
pokritost površine z biofilmi in število kolonij v obtoku odvisno od tokovnega režima. Z 
višanjem Reynoldsovega števila se značilno razlikuje pokritost površine z biofilmi 
(F(4,10) = 66,92; p < 0,001) in število kolonij v obtoku (F(4,10) = 7,91; p = 0,004). 
Parametra se z naraščajočo hitrostjo toka ne spreminjata linearno. Opazili smo, da že 
sama vstavitev stekelca z nezrelim biofilmom v pretočno komoro pri pogojih brez 
pretoka značilno zmanjša pokritosti površine (p < 0,001) in poviša število kolonij v 
lumnu cevi. Glede na kontrolo, kjer ni bilo prisotnih E. coli v lumnu cevi, se je po 
vstavljanju stekelca število kolonij povečalo (preglednica 2). Vzpostavitev toka po tem, 
ko je bilo stekelce z nedozorelim biofilmom vstavljeno v pretočno komoro, dodatno 
zmanjša pokritost površine. Opazno je zmanjšanje pokritosti površine z večanjem 
pretoka. Največje zmanjšanje pokritosti površine smo opazili pri turbuletnem tokovnem 
režimu, vendar pri stopnji značilnosti 0,05 ne opazimo značilne razlike v primerjavi z 
laminarnim tokovnim režimom. Po drugi strani pa je število kolonij značilno naraslo pri 
turbulentnemu tokovnemu režimu v primerjavi s pozitivno kontrolo (p = 0,011) in 
laminarnim tokovnim režimom (p < 0,011). Pokritost površine je negativno korelirala s 
številom kolonij (r = -0,57; p = 0,03). 
Preglednica 2: Vpliv izpostavitve biofilmov gfp-E.coli različnim tokovnim režimom na zmanjšanje 




Povečanje števila kolonij v obtoku 
(Log CFU) 
Pozitivna kontrola 27 ± 4 4,61 ± 0,24 
Laminarni tokovni režim 47 ± 5 4,58 ± 0,33 
Prehodni tokovni režim 52 ± 7 5,06 ± 0,09 
Turbulentni tokovni režim 55 ± 4 5,40 ± 0,29 
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Slika 4: Pokritost površine z biofilmom gfp-E. coli in število kolonij v obtoku v odvisnosti od tokovnega 
režima (odsotnost pretoka: Re = 0, t = 600 sekund; laminarni: Re = 1 ∙ 103, t = 330 sekund; prehodni: Re = 
2,2 ∙ 103, t = 150 sekund; turbuletni tok: Re = 1,6 ∙ 104, t = 21 sekund). Negativna kontrola predstavlja 
pokritost stekelca z nezrelim biofilmom po končanem gojenju, ki ga nismo vstavljali v pretočno komoro. 
Pozitivna kontrola predstavlja stekelce z nezrelim biofilmom, ki smo ga vstavili v pretočno komoro in 
inkubirali 10 minut pri pogojih z odsotnim pretokom. Obratovalni pogoji so bili takšni, da je pri vseh treh 
tokovnih razmerah preko biofilma potovala ista količina tekočine; 3,3 L. Prikazane so povprečne 
vrednosti ± standardna deviacija (n = 3). 
Dobljeni rezultati nakazujejo, da sta v nedozorelem biofilmu prisotni dve populaciji 
mikroorganizmov. Populacija šibko vezanih (sedimentiranih) bakterij, ki jih lahko 
odstranimo že z vstavitvijo stekelca z biofilmom v pretočno komoro in populacija 
močneje vezanih celic, ki jih lahko delno speremo z različnimi tokovnimi režimi. V 
nadaljevanju smo šibko vezane bakterije predhodno odstranili in opazovali samo vpliv 
toka na odstranjevanje dobro pritrjenih bakterij.  
Vpliv podaljševanja izpostavljenosti turbuletnemu tokovnemu režimu je prikazan na 
sliki 5. Ker smo šibko vezane celice predhodno odstranili je bila izhodiščna pokritost 
površine značilno nižja (p < 0,001) v primerjavi z vzorcem, kjer le teh predhodno nismo 
odstranili ((20,8 ± 2,5) proti (43,3 ± 3,3) %). Z daljšim časom izpostavitve nezrelega 
biofilma gfp-E. coli turbulentnemu tokovnem režimu je pokritost površine z biofilmom 
padla, vendar v obtoku nismo zaznali značilnega povečanja števila kolonij. Pokritost 
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površine z biofilmom se je s časom zmanjševala eksponentno, vendar rezultati 
logističnega modela nakazujejo, da se tudi po bistveno daljšem času izpostavitvi 
turbulentnemu režimu (Re = 1,6 104, Q = 9,4 L min-1) celice ne bi v celoti odstranile s 
površine. Pri mikroskopiji biofilmov, ki smo jih vstavili v sistem in izpostavili 
tokovnim režimom, smo v vseh primerih opazili, da sta robna pasova, ki sta bila v stiku 
s površino komore bistveno manj obarvana v primerjavi z osrednjim pasom. Robna 
pasova nista bila izpostavljena toku fluida. Z vstavljanem stekelc v pretočno komoro je 
prihajalo do mehanskih odtisov na stene komore (Priloga A) in delnega izpiranja celic 
biofilma v lumen modelnega vodovodnega sistema, kar je prispevalo k povišanem 
številu kolonij v obtoku. Zaradi tega smo v nadaljnjih eksperimentih PMMA stekelcem 
pred sterilizacijo oblepili robove z namenom omejitve rasti, kot je opisano v materialih 
in metodah 3.2.1. 
 
Slika 5: Pokritost površine in število kolonij gfp-E. coli v odvisnosti od časa izpostavljenosti 
turbulentnemu tokovnemu režimu (Re = 1,6 ∙ 104, Q = 9,4 L min-1). Na sekundarni osi je prikazano število 
pasaž skozi pretočno komoro. Asimptota prikazuje spodnjo mejno vrednost za pokritost površine, ki jo 
doseže prilagojena logistična krivulja. Prikazane so povprečne vrednosti ± standardna deviacija (n = 3). 
4.2 VPLIV RAZLIČNIH TOKOVNIH REŽIMOV NA ODSTRANJEVANJE 
DOZORELIH BIOFILMOV gfp-E.coli 
Ker se nezreli biofilmi bakterije gfp-E. coli niso v celoti odstranili s površine PMMA 
stekelc tudi po daljši izpostavitvi turbulentnemu tokovnemu režimu (Re = 1,6 ∙ 104, Q = 
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9,4 L ∙ min-1), smo povečali pretok v sistemu z vgradnjo močnejše črpalke in temu 
ustrezno prilagodili modelni vodovodni sistem, prikazan na sliki 2 (A). Vpliv 
povečanega toka smo preverili na nezrelih in dozorelih biofilmih. Pokritost površine za 
nezrel in dozorel biofilm je prikazana na sliki 6. Opazimo lahko, da dosežejo nezreli 
biofilmi bistveno nižjo pokritost površine v primerjavi z dozorelimi biofilmi. Prav tako 
lahko opazimo, da so nezreli biofilmi bistveno tanjši in manj nagubani. 
 
Slika 6: Reprezentativne slike za kontrolo sterilnosti (sliki A in D), nezrel biofilm gfp-E. coli (sliki B in E) 
in dozorel biofilm gfp-E. coli (sliki C in F). Zgornja vrstica prikazuje slike pridobljene s kontrastno 
tehniko DIC, spodnja vrstica prikazuje slike, pridobljene z uporabo tehnike konfokalne fluorescenčne 
mikroskopije. Merilo za slike pridobljene s kontrastno tehniko DIC = 200 µm. Merilo za slike pridobljene 
s tehniko konfokalne fluorescenčne mikroskopije = 150 µm. 
Odstranjevanje celic s površine nezrelih in dozorelih biofilmov je prikazano na sliki 7. 
V obeh primerih opazimo, da je pokritost površine in število kolonij v obtoku odvisno 
od Reynoldsovega števila. Z višanjem Reynoldsovega števila se zmanjšuje pokritost 
površine in narašča število kolonij v obtoku. Med pokritostjo površine in številom 
kolonij obstaja negativna korelacija tako v primeru nezrelega biofilma (r = -0,82; p < 
0,001), kot tudi pri dozorelem biofilmu (r = -0,84; p < 0,001). Korelacija je bistveno 
višja kot v eksperimetih kjer smo uporabljali šibkejšo črpalko. Podatkom o pokritosti 
površine kot tudi podatkom o številu kolonij smo prilegali logistično krivuljo. Ker v 
sistemu pred vstavitvijo stekelca z biofilmom število kolonij gfp-E. coli nismo zaznali 
(< 1,7 CFU ∙ mL-1) in ker se med eksperimentom zaradi kratkega časa izpostavitve 
tokovnemu režimu bakterije znatno ne razmnožujejo ali odmirajo je dobljeno število 
Simunič U. Odstranjevanje bakterij v modelnih vodovodnih sistemih. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
47 
 
dobra ocena za število izpiranih bakterij iz biofilma. Pri nižjih vrednostih 
Reynoldsovega števila (Re ≤ 1,5 ∙ 104) je odstranjevanje celic s površine zelo majhno. 
Reynoldsovo število, pri katerem začne naraščati število kolonij v modelnem 
vodovodnem sistemu predstavlja točko v kateri se bakterije začnejo hitro odstranjevati s 
površine in je Re = 1,5 ∙ 104 (EC10) pri nezrelem biofilmu in Re = 1,2 ∙ 10
4 (EC10) pri 
dozorelem biofilmu. Z naraščanjem Reynoldsovega števila se število odstranjenih celic 
iz biofilma povečuje do Re = 3,8 ∙ 104 (EC90) pri nezrelem biofilmu in do Re = 4,2 ∙ 10
4 
(EC90) pri dozorelem biofilmu. Nato se število odstranjenih bakterij iz biofilma v 
obtoku ne povečuje več. Podobno velja za parameter pokritost površine, kjer se 
bakterije začnejo hitro odstranjevati s površine pri Re = 1,9 ∙ 104 (EC90) v primeru 
nezrelega biofilma in Re = 5,2 ∙ 104 (EC90) v primeru dozorelega biofilma. Z 
naraščanjem Reynoldsovega števila se pokritost površine PMMA stekelca z biofilmom 
zmanjšuje do Re = 8,1 ∙ 104 (EC10) pri nezrelem biofilmu in do Re = 9,6 ∙ 10
4 (EC10) pri 
dozorelem biofilmu. Logistični model nakazuje, da bi bilo potrebno za popolno 
odstranitev bakterijskih celic v dobro razvitem biofilmu povečati Reynoldsovo število 
znatno nad 105, kar je za večino realnih vodooskrbnih sistemov nedosegljivo. Podatki za 
prilegane logistične funkcije so podrobneje opisani v preglednici 3. 
Preglednica 3: Vrednosti Re pri dani vrednosti ECy za prilegane logistične funkcije skupaj s 95 % 
spodnjim in zgornjim intervalom zaupanja za posamezen niz podatkov. 
Niz podatkov 
Vrednost Re pri dani 
vrednosti ECy 
95 % spodnji 
interval zaupanja 
95 % zgornji 
interval zaupanja 
Nezrel biofilm, število 
kolonij; EC10 
1,5 ∙ 104 1,3 ∙ 104 1,8 ∙ 104 
Nezrel biofilm, število 
kolonij; EC90 
3,8 ∙ 104 3,3 ∙ 104 4,5 ∙ 104 
Dozorel biofilm, število 
kolonij; EC10 
1,2 ∙ 104 1,0 ∙ 104 1,5 ∙ 104 
Dozorel biofilm, število 
kolonij; EC90 
4,2 ∙ 104 3,6 ∙ 104 5,2 ∙ 104 
Nezrel biofilm, pokritost 
površine; EC10 
8,1 ∙ 104 6,5 ∙ 104 1,02 ∙ 105 
Nezrel biofilm, pokritost 
površine; EC90 
1,9 ∙ 104 1,3 ∙ 104 2,4 ∙ 104 
Dozorel biofilm, pokritost 
površine; EC10 
9,6 ∙ 104 8,2 ∙ 104 1,10 ∙ 105 
dozorel biofilm, pokritost 
površine; EC90 
5,2 ∙ 104 4,2 ∙ 104 6,0 ∙ 104 
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Slika 7: Odstranjevanje celic s površine nezrelih in dozorelih biofilmov. Zgoraj; reprezentativne slike 
nezrelih biofilmov gfp-E. coli (slika A) in dozorelih biofilmov gfp-E. coli (slika B), fiksiranih s 
plamenom in kontrastiranih z barvilom kristal vijolično. Slike so bile pridobljene s tehniko 
mikroskopiranja v svetlobnem vidnem polju. Črtkana črta ločuje slike biofilmov pridobljenih po 10 min 
inkubaciji (slika A ali B, levo) od slik pridobljenih po spiranju z Reynoldsovim številom 6 ∙ 104 (slika A, 
desno) ali 9 ∙ 104 (slika B, desno). Tok je tekel od leve proti desni. Skala = 200 µm. Spodaj; pokritost 
površine in število kolonij gfp-E. coli v odvisnosti od Reynoldsovega števila oziroma prostorninskega 
pretoka. Na primarni Y osi je prikazana pokritost površine, na sekundarni Y osi pa število kolonij v 
obtoku. Čas izpiranja je bil v vseh primerih 1 min. Levo so prikazani podatki za nezrele biofilme desno pa 
za dozorele biofilme. Prikazane so povprečne vrednosti neodvisnih ponovitev (n = 3). 
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4.3 SPIRANJE BAKTERIJSKIH BIOFILMOV IZ SLEPEGA ROKAVA 
Dosedanji rezultati so pokazali, da je spiranje bakterij s površine glavnega kanala 
modelnega vodovodnega sistema relativno uspešno, če je preseženo minimalno 
Reynoldsovo število. Vendar tudi pri najvišjih Reynoldsovih številih nismo popolnoma 
odstranili vseh celic. V realnih vodovodnih sistemih je odstranjevanje biofilmov še bolj 
problematično zaradi mrtvih rokavov, kjer ni izrazitih tokov in nastopijo pogoji brez 
pretoka (odsotnost strižnih sil in snovnega/toplotnega prenosa). Zaradi tega smo v 
nadaljevanju dodatno modificirali modelni vodovodni sistem, kot je prikazano na sliki 2 
(B). Na glavni kanal modelnega vodovodnega sistema je bil priključen mrtvi rokav pod 
kotom 90 °. Pretočna komora z biofilmom je bila od glavnega kanala oddaljena 
približno 15 cm. Med eksperimentom smo v glavnem kanalu uporabili prostorninske 
pretoke tekočine pri katerih smo opazili, da se je biofilm večinsko odstranil (Q = 35,6 L 
∙ min-1 v primeru nezrelih biofilmov in Q = 52,0 L ∙ min-1 v primeru dozorelih 
biofilmov; t = 1 min) v glavnem kanalu. Iz mrtvih rokavov smo spirali nezrele biofilme 
in dozorele biofilme gfp-E. coli. Rezultati eksperimentov so prikazani na sliki 8. 
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Slika 8: Odstranjevanje celic s površine nezrelih in dozorelih biofilmov v glavnem kanalu ali mrtvem 
rokavu. Pokritost površine z različnimi biofilmi gfp-E. coli (slika A) in število kolonij v lumnu 
vodovodne cevi (šrafirani stolpci; slika B) za različna modelna sistema s pretočno komoro v glavnem ali 
mrtvem rokavu v odvisnosti od prostorninskega pretoka tekočine skozi glavni kanal. Na sliki so prav tako 
povzeti rezultati iz slike 8 kot tudi rezultati, pridobljeni za biofilme, ki so bili gojeni pod strigom 
(priprava opisana na koncu poglavja 3.2.6). Prikazane so povprečne vrednosti ± standardna deviacija (n = 
3, z izjemo biofilmov gojenih pod strigom, kjer je n = 2). 
Vpliv tokovnih razmer na odstranjevanje biofilmov opazimo na sliki 8. V primeru, ko se 
biofilmi nahajajo v glavnem kanalu, pride od izpiranja biofilma, medtem ko v mrtvem 
rokavu ne opazimo vpliva tokovnih razmer na odstranjevanje biofilmov s površine. 
Znotraj glavnega kanala se pokritost površine značilno zmanjša po izpiranju, tako v 
primeru nezrelih biofilmov (p < 0,001 ) kot tudi dozorelih biofilmov (p < 0,001 ). 
Podobno velja za število kolonij, kjer se le ta značilno poveča po izpiranju, tako v 
primeru nezrelih biofilmov (p = 0,021) kot tudi dozorelih biofilmov (p = 0,027). Ko se 
biofilmi nahajajo v glavnem kanalu zmanjšanje pokritosti površine korelira s 
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povečanjem število mikroorganizmov v obtoku. Izjema so biofilmi, ki so rastli pod 
strigom, kjer po vzpostavitvi navedenega prostorninskega pretoka število kolonij 
značilno naraste (p = 0,034), vendar se pokritost površine ne razlikuje značilno v 
primerjavi z razmerami brez pretoka (p = 0,39). V primeru, ko se biofilmi nahajajo 
znotraj mrtvega rokava, ne opazimo značilne razlike v pokritosti površine ali številu 
kolonij po vzpostavitvi toka v glavnem kanalu v primerjavi z razmerami brez pretoka (p 
> 0,05). Rezultati kažejo primerljive izhodiščne vrednosti za pokritost površine in 
število kolonij v lumnu cevi pri pogojih brez pretoka (kontrola = 0 L min-1) v primeru 
obeh vodovodnih sistemov.  
4.4 RAST BIOFILMOV V MODELNEM VODOVODNEM SISTEMU PRI 
RAZLIČNIH TOKOVNIH REŽIMIH IN NJIHOVA ODPORNOST NA IZPIRANJE 
Do sedaj smo proučevali kako vplivajo tokovne razmere na odstranjevanje biofilmov 
gfp-E. coli, ki so rastli pod pogojih brez pretoka na stekelcu izven merilnega sistema 
modelnega vodovodnega sistema. Ker se lahko ti biofilmi bistveno razlikujejo od 
biofilmov, ki rastejo ob prisotnosti strižnih sil in konvekcijskih tokov v merilnem 
sistemu tako glede arhitekture kot koncentracije bakterij in zunajceličnih polimernih 
substanc, smo biofilme nagojili tudi v modelnih vodovodnih sistemih pri pogojih 
laminarnega in turbulentnega tokovnega režima z mrtvim rokavom ali brez mrtvega 
rokava. Rezultati za morfologijo nastalih biofilmov v modelnem vodovodnem sistemu 
so prikazani na sliki 9. ki prikazuje reprezentativna vidna polja posameznih biofilmov. 
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Slika 9: Reprezentativne slike biofilmov pridobljene s kontrastno tehniko DIC. Zgornja vrstica prikazuje 
biofilme gfp-E. coli, ki so se tvorili po dveh dneh rasti v glavnem kanalu pri različnih tokovnih režimih; 
odsotnost pretoka (slika A), laminarni tokovni režim (slika B), turbulentni tokovni režim (slika C). 
Spodnja vrstica prikazuje biofilme gfp-E. coli, ki so se tvorili po dveh dneh rasti v mrtvem rokavu pri 
različnih tokovnih režimih; odsotnost pretoka (slika D), turbulentni tokovni režim (slika E). Skala = 200 
µm. 
Opazimo, da se arhitektura biofilmov (predvsem pokritost površine ter debelina), ki so 
se tvorili ob različnih hidrodinamskih razmerah, bistveno razlikuje. Tako so biofilmi, ki 
so rastli ob odsotnosti pretoka (tako v glavnem kanalu kot tudi v mrtvem rokavu) 
večslojni in ne pokrivajo celotne površine. Na površini so prisotne okrogle 
mikrokolonije (Priloga C). Pri laminarnem tokovnem režimu (0,6 L ∙ min-1) se 
morfologija biofilmov ni bistveno spremenila. Na nekaterih vidnih poljih opazimo, da 
biofilmi, ki so rastli pri pogojih laminarnega tokovnega režima poleg okroglih 
mikrokolonij tvorijo tudi podolgovate kolonije vzdolž smeri toka fluida (Priloga B). 
Biofilmi gfp-E. coli, ki so rastli pod pogoji turbulentnega tokovnega režima v glavnem 
kanalu se morfološko znatno razlikujejo od biofilmov, ki so rasli pri pogojih brez 
pretoka in laminarnih tokovnih režimih. Ti biofilmi prekrivajo površino PMMA 
stekelca v bistveno manjšem obsegu. Na redkih vidnih poljih kjer so prisotne 
mikrokolonije, so le te okrogle in tvorijo skupke povprečnega premera (14 ± 1) µm, ki v 
povprečju vsebujejo (32 ± 11) celic v enojnem sloju (Priloga C; izmerjeno na podlagi 8 
mikrokolonij). Za razliko od glavnega kanala biofilmi, ki so rasli v mrtvem rokavu, ko 
je skozi glavni kanal tekel turbulenti tok, prekrivajo znatno večjo površino, približno 
dvakrat večjo kot pri pogojih brez pretoka v glavnem kanalu. 
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Preprečevanje rasti biofilmov, ki so rastli v modelnem vodovodnem sistemu z dodanim 
gojiščem, pri različnih tokovnih režimih je prikazano na sliki 10. Pokritost površine 
PMMA stekelca z biofilmi je bila odvisna od prostorninskega pretoka fluida v glavnem 
kanalu in se je med vzorci značilno razlikovala (F(4,5) = 97,53; p < 0,001). Če v 
sistemu ni bilo toka ni bilo značilne razlike v pokritosti površine PMMA stekelca med 
glavnim kanalom in mrtvim rokavom (p = 0,367). V primeru ko se je PMMA stekelce 
nahajalo v glavnem kanalu se je z naraščajočim prostorninskim pretokom pokritost 
površine z biofilmom zmanjšala. Pri laminarnem tokovnem režimu, nismo opazili 
značilne razlike v pokritosti površine v primerjavi s pogoji, kjer je znotraj glavnega 
kanala bil odsoten pretok (p = 0,876). Pri turbulentnem tokovnem režimu pa se je 
pokritost značilno zmanjšala (p < 0,05 v vseh primerjavah). V primeru, ko se je PMMA 
stekelce nahajalo v mrtvem rokavu pa opazimo ravno nasprotno. S turbulentnim 
pretokom v glavnem kanalu je naraščala pokritost stekelca z biofilmom v mrtvem 
rokavu. V primeru biofilmov, ki so se nahajali znotraj mrtvega rokava, ob turbulentnem 
tokovnem režimu v glavnem kanalu je bila dosežena največja pokritost površine (p < 
0,05 v vseh primerjavah). Zaradi prisotnosti gojišča v modelnem vodovodnem sistemu 
je v vseh primerih prihajalo do rasti bakterij v planktonski obliki. Na sliki 10 vidimo, da 
je število planktonskih bakterij v gojišču po dveh dneh rasti približno enako ne glede na 
tokovni režim. Precej bolj zanimivo je dejstvo, da se ob približno enakem številu 
planktonskih celic znatno razlikuje število pritrjenih bakterij na površino modelnega 
vodovodnega sistema tako v glavnem kanalu kot v mrtvem rokavu. 
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Slika 10: Rast biofilmov znotraj različnih modelnih vodovodnih sistemov. Pokritost površine PMMA 
stekelca z biofilmom gfp-E. coli po dveh dneh rasti (slika A) in število kolonij za planktonske bakterije 
(slika B) pri različnih tokovnih režimih v glavnem in v mrtvem rokavu znotraj modelnega vodovodnega 
sistema z gojiščem in začetnim inokulumom 106 CFU ∙ mL-1. Vertikalna črtkana črta ločuje podatke 
pridobljene znotraj glavnega kanala od podatkov pridobljenih znotraj mrtvega rokava. Prikazane so 
povprečne vrednosti ± standardna deviacija (n = 2). 
4.5 REZULTATI SIMULACIJE RAČUNSKE DINAMIKE FLUIDA 
Povečana rast celic na površini v mrtvem kanalu pri turbuletnem toku v glavnem kanalu 
je presenetljiva in bi lahko bila posledica povečanega snovnega toka v mrtvi rokav. Da 
bi preverili hidrodinamske razmere znotraj mrtvega rokava, v primeru vzpostavljenega 
turbulentnega tokovnega režima v glavnem kanalu, smo v nadaljevanju izvedli računske 
simulacije, ki temeljijo na dinamiki tekočin (ang. computational fluid dynamics; CFD). 
Rezultati so nam dali vpogled v hitrost toka, razvitost toka, profil hitrosti toka ter 
strižnih silah na različnih delih modelnega vodovodnega sistema. Simulacije računske 
dinamike fluida smo izvajali kot je navedeno v poglavju 3.2.13. Na sliki 11 je prikazana 
odvisnost hitrosti toka od dolžine in širine znotraj pretočne komore. 
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Slika 11: Rezultati simulacije računske dinamike fluida v glavnem kanalu. Shematski prikaz pretočne 
komore z označenimi osmi na katere se nanašajo podatki na slikah B, C, D in E (A); tok je potekal v 
smeri X osi, od leve proti desni strani. Normirane vrednosti za hitrost toka v odvisnosti od mesta znotraj 
pretočne komore (B: vrednosti za koordinato X. C: vrednosti za koordinato Y). Normirane vrednosti za 
strižno napetost v odvisnosti od mesta znotraj pretočne komore (D: vrednosti za koordinato X. E: 
vrednosti za koordinato Y). Podatki na slikah B in D se nanašajo na vrednosti pri Y = 0 m. Podatki na 
slikah C in E se nanašajo na vrednosti pri X = 132,5 mm (na sredini PMMA stekelca). Vertikalne črtkane 
črte prikazujejo območje kjer se je nahajalo PMMA stekelce, ki je bilo izpostavljeno tekočini. Vrednosti 
so bile normirane kot je opisano v poglavju 3.2.13). V primeru strižne napetosti v odvisnosti od 
koordinate Y (E), so v legendi podani podatki o strižni napetosti ob steni (τrob), pri vrednostih Y = -0,005 
m in 0,005 m. Podatki se nanašajo na vodovodni sistem, ko je pretočna komora bila priključena na glavni 
kanal. V primeru slik B in D je prikazana vsaka dvajseta točka. 
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Opazimo, da se pred prehodom tekočine v pretočno komoro hitrost toka povečuje, kar je 
posledica zožitve, ki vodi do vtočne strani pretočne komore (X = 0 m). Ko tekočina 
preide v pretočno komoro se hitrost toka vzdolž le te še vedno povečuje, kljub enotni 
geometriji, kar nakazuje na to, da hidrodinamski tok v merilni napravi še ni popolnoma 
razvit. Ko tekočina zapusti pretočno komoro (X = 0,266 m), se hitrost toka začne nižati 
zaradi razširitve geometrije. Opazimo, da z naraščajočo vstopno hitrostjo hidrodinamski 
tok hitreje zavzame maksimalno hitrost. Na mestu, kjer je bilo vstavljeno PMMA 
stekelce narašča hitrost toka od začetka stekelca (X = 0,095 m) do konca stekelca (X = 
0,17 m).V primeru laminarnega toka (0,6 L min-1) naraste na tem predelu (od X = 0,095 
m do X = 0,17 m) hitrost toka za približno 7,5 % in v primeru turbulentnega toka (9,4 L 
min-1, 35,6 L min-1, 52,0 L min-1) za približno 4,5 % maksimalne hitrosti toka. V 
prečnem preseku pretočne komore opazimo značilen paraboličen hitrostni profil v 
primeru laminarnega toka in bolj ploskovite hitrostne profile v primeru turbulentnih 
tokov. Na steni pretočne komore je hitrost toka enaka 0 m s-1 (»no slip condition«). V 
primeru strižne sile je ključna vrednost predvsem strižna sila ob steni (τrob), saj le ta 
deluje neposredno na tamkajšni biofilm. Razvidno je, da je strižna sila ob steni odvisna 
od prostorninskega pretoka in v našem primeru zavzema vrednosti, ki se med seboj 
razlikujejo za skoraj štiri rede velikosti. Na sliki 11 (D) opazimo značilno zmanjšanje 
strižne napetost kot posledica padca tlaka zaradi porušitve hidrodinamskega toka. Vzrok 
za to je prehod fluida skozi nenadno zožitev. V primeru laminarnega toka opazimo, da 
na mestu PMMA stekelca hidrodinamski tok še ni popolnoma razvit (slika 11, D ter 
priloga I in priloga J). 
Rezultati simulacije za mrtvi rokav so prikazani na sliki 12. Opazimo, da se hitrostni 
profili znotraj mrtvega rokava bistveno razlikujejo od tistih znotraj glavnega rokava. 
Znotraj mrtvega rokava opazimo razvoj sekundarnega toka in vrtinčenje tekočine. 
Vrtinčenje postane manj intenzivno, ko se pomikamo globje v mrtvi rokav. Prav tako 
opazimo, da se izrazito zniža hitrost toka v odvisnosti od oddaljenosti od glavnega 
kanala (priloga K). Hitrost toka se od mesta vstopa fluida v mrtvi rokav (točka A) do 
mesta PMMA stekelca (točka D) zmanjša za približno štiri rede velikosti v primeru 
maksimalnega prostorninskega pretoka. Sama hitrost in oblika toka na dani oddaljenosti 
od glavnega kanala je odvisna od prostorninskega pretoka v glavnem kanalu. Pri 
laminarnih tokovnih pogojih tok ne vstopa v mrtvi kanal, globje od točke A. Z 
večanjem pretoka tekočine v glavnem kanalu tok tekočine vstopa v mrtvi kanal, pri tem 
prihaja do vrtinčenja, saj se parabolični profil poruši. Tok v tej točki poteka predvsem v 
mrtvi rokav vendar se v globljih predelih vrtinči in prične potekati izven mrtvega 
rokava, kar vpliva tudi na tok v glavnem kanalu. Na predelu, kjer je bilo v merilno 
napravo vstavljeno PMMA stekelce (merilna točka D na sliki 12), opazimo izrazito 
nizke hitrosti toka, ki pa so vseeno višje od 0 m s-1 (priloga M). 
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Slika 12: Rezultati simulacije računske dinamike fluida v mrtvem rokavu. Hitrostni profili na različnih 
globinah znotraj mrtvega rokava v odvisnosti od prostorninskega pretoka tekočine znotraj glavnega 
kanala. Znotraj glavnega kanala je bil vzpostavljen laminarni tok (Q = 0,6 L ∙ min-1) ali turbulentni tok 
tekočine (Q = 9,4 L ∙ min-1, Q = 35,6 L ∙ min-1, Q = 52,0 L ∙ min-1). Grafi prikazujejo hitrost toka na 
različnih oddaljenostih od glavnega kanala (notranje slike A, B, C in D). Prikazani so prečni profili 
hitrosti toka. Negativne vrednosti hitrosti toka nakazujejo smer toka iz desne proti levi. Tok znotraj 
glavnega kanala je potekal v smeri Y os, od spodaj navzgor. Merilo = 15 cm. 
4.6 VPLIV HIDRODINAMSKE KAVITACIJE NA ŽIVOST BAKTERIJ gfp-E. coli 
S spiranjem bakterij s površin modelnega vodovodnega sistema povečamo 
koncentracijo bakterij v obtoku vendar se njihova živost s tem ne zmanjša. Zaradi tega 
smo v nadaljevanju preverili ali lahko z uporabo hidrodinamske kavitacije zmanjšamo 
živost planktonskih celic. V ta namen sta bili uporabljeni dve različni kavitacijski 
postaji. Ključna razlika med kavitacijskima postajama je vrsta hidrodinamske kavitacije, 
ki se tvori znotraj posamezne merilne postaje. Znotraj prve se ob prehodu fluida preko 
Venturijeve šobe tvori razvita nestabilna hidrodinamska kavitacija. Znotraj druge pa se 
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ob rotaciji diska z zobmi znotraj generatorja hidrodinamske kavitacije tvori 
superkavitacija. Rezultati eksperimentov, izvedenih na merilni postaji, kjer se tvori 
razvita nestabilna hidrodinamska kavitacija, so prikazani na sliki 13 (A). 
Slika 13: Vpliv hidrodinamske kavitacije na živost bakterij gfp-E. coli. Število kolonij v odvisnosti od 
časa izpostavitvi razviti nestabilni hidrodinamski kavitaciji (znotraj merilne postaje prikazane na sliki 3 
(A)) pri različnem izhodiščnem številu kolonij prekonočne planktonske kulture gfp-E. coli. Prikazani so 
tudi rezultati pozitivne kontrole (inkubacija izhodiščnega vzorca v vodovodni vodi pri sobni temperaturi; 
podrobneje opisano v poglavju 3.2.12) pri različnem izhodiščnem številu kolonij planktonske kulture gfp-
E. coli (A). Število kolonij v odvisnosti od časa izpostavitvi hidrodinamski superkavitaciji (znotraj 
merilne postaje prikazane na sliki 3 (B)) za bakterije gfp-E. coli v planktonski obliki in tiste, ki izvirajo iz 
biofilma po spiranju. Prikazani so tudi rezultati pozitivne kontrole (inkubacija izhodiščnega vzorca v 
vodovodni vodi pri sobni temperaturi; podrobneje opisano v poglavju 3.2.12) za vzorce prekonočne 
planktonske kulture gfp-E. coli in vzorce planktonske kulture gfp-E. coli, ki izvirajo iz spranega biofilma 
(B). Prikazane so povprečne vrednosti ± standardna deviacija (n = 2). 
V primeru vzorca z nizko izhodiščno koncentracijo opazimo, da število kolonij narašča 
tekom časa izpostavitvi razviti nestabilni hidrodinamski kavitaciji. Kljub temu med 
časoma t = 0 minut in t = 100 minut ne opazimo značilno razlike v številu kolonij, tako 
v primeru višjega izhodiščnega števila kolonij (p = 0,49) kot tudi v primeru nižjega 
izhodiščnega števila kolonij (p = 0,076). V primeru pozitivne kontrole prav tako ni 
značilne razlike med časoma t = 0 minut in t = 100 minut v številu kolonij, tako v 
primeru vzorca z nižjim izhodiščnim številom kolonij (p = 0,91), kot tudi v primeru 
vzorca z višjim izhodiščnim številom kolonij (p = 0,064). Iz rezultatov tako opazimo, da 
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razvita nestabilna hidrodinamska kavitacija ni učinkovita pri zmanjšanju živosti 
planktonskih bakterij gfp-E. coli. V obeh primerih (glede na izhodiščno število bakterij) 
je hitrost rasti enaka hitrosti odmiranja ob prisotnosti ali odsotnosti vpliva razvite 
nestabilne hidrodinamske kavitacije.  
Ker se je merilna postaja, kjer se tvori razvita nestabilna hidrodinamska kavitacija 
izkazala za neučinkovito pri zmanjšanju živosti bakterije gfp-E. coli, smo primerljive 
eksperimente poskusili izvesti v merilni postaji, prikazani na sliki 3 (B). Eksperimenti 
so potekali kot je opisano v poglavju 3.2.12, rezultati katerih so prikazani na sliki 13 
(B). 
V primeru vzorca, ki izvira iz 102-krat redčene prekonočne stresane kulture kot tudi 
tistega, ki izvira iz modelnega vodovodnega sistema (odvzetega po tem ko smo sprali 
nezrel biofilm gfp-E. coli v celoti s površine PMMA stekelca), opazimo, da število 
kolonij ni odvisno od časa izpostavitvi hidrodinamski superkavitaciji. Med začetnim in 
končnim časom ni značilne razlike v številu kolonij (0 min in 80 min v primeru 
prekonočne stresane kulture (p = 0,52) ter 0 min in t = 120 min v primeru vzorca, 
odvzetega iz modelnega vodovodnega sistema po spiranju biofilma (p = 0,59)). V 
primeru pozitivne kontrole prav tako ni značilne razlike med časoma t = 0 minut in t = 
80 minut (p = 0,83) ali t = 120 minut (p = 0,088) v številu kolonij. Iz rezultatov tako 
opazimo, da tudi hidrodinamska superkavitacija ni bila učinkovita pri zmanjšanju 
živosti planktonskih bakterij gfp-E. coli, neodvisno od vrste obdelanega vzorca. V obeh 
primerih je hitrost rasti enaka hitrosti odmiranja ob prisotnosti ali odsotnosti vpliva 
hidrodinamske superkavitacije. Na splošno opazimo, da je hidrodinamska kavitacija, 
neodvisno od izhodiščne koncentracije bakterij, vrste vzorca ali vrste hidrodinamske 
kavitacije, neučinkovita pri zmanjšanju živosti bakterije gfp-E. coli. 
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V magistrskem delu smo proučevali vpliv hidrodinamskih sil in hidrodinamske 
kavitacije na rast, obstojnost in živost različnih bakterijskih populacij. Proučili smo 
preprečevanje biološkega obraščanja z različnimi tokovnimi režimi v različnih modelnih 
vodovodnih sistemih. Prav tako smo proučili vpliv hidrodinamike na odstranjevanje 
predhodno tvorjenih biofilmov in vpliv različnih oblik hidrodinamske kavitacije na 
uničenje bakterij v modelnih vodovodnih sistemih. 
5.1 PREPREČEVANJE BIOLOŠKEGA OBRAŠČANJA Z RAZLIČNIMI 
TOKOVNIMI REŽIMI 
Tekom eksperimentov smo opazili, da je obseg biološkega obraščanja znotraj 
predhodno steriliziranega modelnega vodovodnega sistema, ki smo ga inokulirali s 
planktonsko kulturo modelnega mikroorganizma, odvisen od prevladujočih tokovnih 
razmer. V primeru glavnega kanala, se z višanjem prostorninskega pretoka in s tem 
Reynoldsovega števila ter strižnih sil, zmanjšuje pokritost površine z biofilmi po dveh 
dneh rasti. Da so višja Reynoldsova števila oziroma višje strižne sile učinkovitejše pri 
zmanjševanju obsega biološkega obraščanja, je dobro raziskano (Moreira in sod., 
2014a; Moreira in sod., 2014b; Stoodley in sod., 1998). Slabše raziskana je učinkovitost 
industrijsko relevantnih tokovnih razmer (Bott, 1995; Trifunović, 2006) na 
preprečevanje biološkega obraščanja. Iz naših rezultatov izhaja, da kljub relativno 
visokim strižnim silam (3 Pa) že po dveh dneh opazimo biofilme v zgodnjih razvojnih 
stopnjah, pokritost površine se je s časom povečevala. Takšni rezultati niso v skladu s 
predhodnimi rezultati, kjer je bilo opaženo, da so strižne sile nad (11 ± 2) mPa zadostne 
za preprečevanje začetne tvorbe biofilmov (Thomen in sod., 2017). Pokazano je bilo, da 
mejna vrednost strižne sile izrazito niha znotraj bakterijske vrste in je odvisna od 
uporabljene površine (Boks in sod., 2008). V naših eksperimentih je bil začetni 
inokulum v modelnem vodovodnem sistemu relativno visok (106 CFU ∙ mL-1). Prav 
tako je bil uporabljen fluid znotraj modelnega vodovodnega sistema bogat s hranili. 
Takšne razmere niso primerljive z dejanskimi razmerami v vodovodnih sistemi, vendar 
rezultati raziskave vseeno kažejo na potencial mikroorganizmov za obraščanje in 
kljubovanje tokovnim razmeram v vodovodnih sistemih. Ko primerjamo pogoje, kjer je 
bil odsoten pretok in laminarni tokovni režim, v obsegu eksperimentalne napake ne 
opazimo značilne razlike v pokritosti površine, ki jo biofilmi dosežejo po dveh dneh 
rasti znotraj modelnega vodovodnega sistema. Pričakovali bi, da konvekcija znatno 
prispeva k obsegu snovnega prenosa in s tem hitrosti rasti biofilmov, izpostavljenih 
laminarnem tokovnem režimu (Staal in sod., 2011; Stewart, 2012). V primeru 
laminarnega toka je učinek konvekcije večji, zaradi česar bi v tem primeru pričakovali 
hitrejšo rast biofilmov kot v primeru pogojev, kjer je bil odsoten pretok. Kljub temu se 
pridobljeni rezultati skladajo z opažanjem, da je pri višji koncentraciji substrata obrast 
manj odvisna od toka (Caldwell in Lawrence, 1986). 
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Arhitektura biofilmov, ki so rastli pri različnih tokovnih režimih znotraj glavnega 
kanala, se kvalitativno razlikuje. V primeru biofilmov, ki so rastli pod turbulentnim 
tokovnim režimom, opazimo, da so le ti tanjši in manj nagubani oziroma enoslojni. 
Takšna arhitektura se jasno razlikuje od arhitekture biofilmov, ki so rastli pri odsotnem 
pretoku ali laminarnim tokovnim režimom. V tem primeru so biofilmi bili kvalitativno 
debelejši in bolj nagubani. Odvisnost arhitekture biofilmov od tokovnih razmer in hranil 
je bila predhodno opisana (Stoodley in sod., 1998; van Loosdrecht in sod., 1995), 
vendar je manj znanja o arhitekturi biofilmov, ki rastejo pod industrijsko relevantnimi 
tokovnimi razmerami. V primeru turbulentnega tokovnega režima so takšni biofilmi 
imeli obliko okrogle mikrokolonije, ki je v vseh primerih bila enoslojna in sestavljena iz 
nekaj deset bakterijskih celic. Da so mikrokolonije bile izrazito enoslojne ni 
presenetljivo, saj je celice, ki so bolj oddaljene od stene vodovodnega sistema, bistveno 
lažje odstraniti s strižnim silam (Hwang in sod., 2017; Jayathilake in sod., 2017; Paul in 
sod., 2012). Znano je tudi, da so predeli biofilma, ki so vezani neposredno na površino, 
mehansko bolj stabilni kot višji sloji (Laspidou in sod., 2005). Morfotip opazovanih 
biofilmov je tako moč razložiti s pomočjo fenotipske adaptacije na lokalne tokovne 
razmere (Flemming, 2011). Kljub temu je možno, da izrazito turbulentne tokovne 
razmere pripomorejo k vezavi in obstanku bakterij na površino, zaradi pogostejšega 
stika bakterij s površino (Berke in sod., 2008; Rusconi in sod., 2014). 
Pomembno je poudariti, da je bila koncentracija planktonskih bakterij na začetku kot 
tudi po dveh dneh rasti znotraj modelnega vodovodnega sistema pri različnih tokovnih 
razmerah približno enaka. Vendar smo kljub primerljivi koncentraciji planktonskih 
bakterij vseeno opazili razlike v obsegu biološkega obraščanja. Ker so bile tekom 
eksperimentov planktonske bakterije in novonastali biofilmi izpostavljeni fluidu, z 
visoko koncentracijo hranil, snovni prenos ni predstavljal limitnega dejavnika in lahko 
razlike v morfologiji biofilmov pripišemo razlikam v strižnih silah. Na podlagi 
eksperimentov lahko sklepamo, da je obseg biološkega obraščanja močno odvisen od 
lokalnih strižnih sil. Upoštevati je potrebno, da so rezultati pridobljeni po dveh dneh 
rasti znotraj modelnega vodovodnega sistema, zaradi česar biofilmi še niso dosegli 
stanja dinamičnega ravnovesja. Možno je, da bi z daljšanjem časa rasti opazili 
primerljivo ali obsežnejše biološko obraščanje tudi pri turbulentnem tokovnem režimu 
(Stoodley in sod., 1998). Ne glede na to rezultati nakazujejo, da zgolj povišane strižne 
sile niso dovolj za omejevanje biološkega obraščanja. Do primerljivih opažanj so prišle 
že predhodne raziskave (Salta in sod., 2013; Stoodley in sod., 1998; Thomen in sod., 
2017). Za odstranjevanje biofilmov je povečan strig nujno potrebno kombinirati s 
preostalimi uveljavljenimi pristopi odstranjevanja biofilmov (Flemming, 2011). 
V primeru mrtvega rokava v vodovodnem sistemu opazimo ravno nasprotno in sicer, da 
z naraščajočim prostorninskim pretokom v glavnem kanalu narašča pokritost površine, 
ki jo dosežejo novonastali biofilmi po dveh dneh rasti. Mrtvi rokavi so na splošno slabo 
raziskani, čeprav lahko predstavljajo 25 % ali več volumna vodovodnih sistemov 
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(Tzatchkov in sod., 2002). Pogostokrat so razmere primerljive s pogoji prez pretoka 
(Liu in sod., 2006; Smith in sod., 1999; Zlatanović in sod., 2017) in se jih s takšnim 
pristopom tudi raziskuje. Zato je opažanje izrazito večjega obsega biološkega 
obraščanja s povečanim tokom presenetljivo. Rezultate smo skušali razložiti s pomočjo 
računske dinamike fluida. Pričakovali smo, da bo na območju PMMA stekelca znotraj 
mrtvega rokava povečan snovni prenos. Do takšnih tokovnih razmer bi lahko prišlo 
zaradi vrtinčenja in prisotnosti sekundarnega toka, ko fluid potuje mimo mrtvega 
rokava. Z računsko dinamiko fluida smo opazili vrtinčenje fluida ob prehodu mimo 
mrtvega rokava, in nizko vendar od nič različno hitrost fluida na mestu, kjer je bilo 
postavljeno PMMA stekelce. Rezultati nakazujejo, da je snovni tok, čeprav majhen, 
možen tudi globlje v notranjosti mrtvega rokava. Ker hitrost toka pada z globino 
mrtvega rokava, lahko pričakujemo gradient rasti biofilma vzdolž mrtvega kanala. V 
našem primeru nismo opazili gradienta rasti (Priloga G). Odsotnost gradienta rasti je 
lahko posledica enotne hitrosti toka na območju PMMA stekelca. Znotraj mrtvega 
rokava opazimo, da se hitrost toka približa spodnji mejni vrednosti že preden tok doseže 
PMMA stekelce (mesto C na sliki 12). Alternativna razlaga za povišano biološko 
obraščanje v mrtvem kanalu s povišanim tokom tekočine bi lahko bila naplavljanje 
bakterij iz glavnega kanala iz območja z višjimi strižnimi silami na območje z nižjimi. 
Zaradi večjih strižnih sil v glavnem kanalu bi novo vnesene bakterije težje zapustile 
mrtvi rokav. Primerljiv pojav na koloidih znotraj mrtvih rokavov, kot posledica 
difuzioforeze (spontano gibanje koloidnih delcev ali molekul vzdolž koncentracijskega 
gradienta druge relativno manjše snovi v istem fluidu) je bil že predhodno opažen (Shin 
in sod., 2015). 
Biofilmi v mrtvem rokavu so imeli arhitekturo, ki je bila primerljiva z arhitekturo 
biofilmov, ki so rastli znotraj glavnega kanala pod pogoji brez pretoka ali laminarnimi 
tokovnimi razmerami, vendar so pokrivali večji delež površine. Takšna arhitektura 
nakazuje na to, da so biofilmi bili izpostavljeni višjemu snovnemu prenosu (višji delež 
pokrite površine) in, da so na njih delovale strižne sile, ki so primerljive z laminarnim 
tokovnim razmeram ali pogoji brez pretoka (več slojni biofilmi). Na splošno 
predvidevamo, da hidrodinamske razmere uravnavajo arhitekturo biofilmov tako, da je 
obseg padca tlaka minimalen zaradi biološkega obraščanja. Posledično bi pri višjih 
Reynoldsovih številih opazili tanjše in manj nagubane biofilme. 
5.2 ODSTRANJEVANJE PREDHODNO TVORJENIH BIOFILMOV Z RAZLIČNIMI 
TOKOVNIMI REŽIMI 
Ko smo testirali odstranjevanje predhodno tvorjenih biofilmov smo opazili, da ima že 
samo vstavljanje takih biofilmov v modelni vodovodni sistem vpliv na odstranjevanje 
bakterij. Z večanjem pretoka se je število odstranjenih bakterij povečevalo. Ugotovili 
smo, da pri kratkotrajni izpostavitvi tokovnim režimom odstranimo zgolj šibko vezano 
subpopulacijo bakterij in, da ndustrijsko relevantne tokovne razmere niso zadostne za 
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popolno odstranitev predhodno tvorjenih biofilmov. Do primerljivih sklepov so prišle 
tudi pretekle raziskave, izvedene na večjih modelnih vodovodnih sistemih (Van Bel in 
sod., 2019). Primerljivi zaključki nakazujejo na to, da so rezultati, pridobljeni na mezo 
skali, primerljivi tistim na makroskali. 
Z daljšanjem časa izpostavitve turbulentnemu tokovnemu režimu smo opazili, da je s 
takšnim pristopom vseeno moč odstraniti večji delež biofilma. Kljub temu logistični 
model odstranjevanja biofilma nakazuje, da se biofilmi prenehajo odstranjevati preden 
je dosežena popolna odstranitev biofilma s površine. Stoodley in sod. (2002) so že 
opazili, da odstranjevanje biofilmov, zaradi večanja strižnih sil, poteka po logističnem 
modelu. Takšne rezultate je moč razložiti s fenotipsko adaptacijo na lokalne tokovne 
razmere. Biofilmi, ki so se predhodno tvorili pod razmeram z odsotnim pretokom, 
odražajo izrazito heterogenost tako v sestavi zunajceličnih polimernih substanc kot tudi 
v površinskih lastnostih posameznih celic (Tufenkji in Elimelech, 2005; Walker in sod., 
2004, 2005). Posledica tega je višja heterogenost v moči vezave na različnih predelih 
biofilma. Ko takšne biofilme izpostavimo toku fluida, se po dosegu zadostne strižne sile 
pričnejo odstranjevati predeli, ki so najšibkeje vezani. Preko postopka erozije se najprej 
se pričnejo odstranjevati celice, ki so najbolj oddaljene od bazalne površine. Občasno se 
lahko preko postopka luščenja odstranijo z bazalne površine tudi večji skupki celic 
(Chambless in Stewart, 2007; Stoodley in sod., 2001). Za nadaljnje odstranjevanje je 
potrebno bodisi podaljšati čas izpostavitve strižnim silam in/ali povečati strižne sile, ki 
delujejo na biofilm. Predeli biofilma, ki se nazadnje odstranijo, so najmočneje vezane 
celice, ki so fenotipsko prilagojene (ugodne površinske lastnosti, sestava zunajceličnih 
polimernih substanc, arhitektura skupka in morfologija posamezne celice) na lokalne 
tokovne razmere. To so posamezne celice ali skupki celic, ki so neposredno vezani na 
površino. V našem primeru s povečevanjem časa pri industrijsko relevantnih tokovnih 
razmerah nismo dosegli popolne odstranitve biofilma. 
Opazili smo, da dozorelost biofilma (arbitrarno določeno preko izhodiščne pokritost 
površine in arhitekture) vpliva na odstranjevanje biofilma. Za dozorele biofilme so za 
odstranitev potrebne višje strižne sile. Na podlagi logističnega modela lahko napovemo 
tokovne razmere, ki bi bile potrebne, da se v celoti odstrani biofilme. Iz rezultatov 
izhaja, da bi tako za nezrele kot tudi za dozorele biofilme bilo potrebno zagotavljati 
Reynoldsova števila nad 105 in strižne sile ob steni nad 100 Pa. To je znotraj dejanskih 
vodovodnih sistemov neizvedljivo. Znano je, da na mehansko stabilnost biofilma 
vplivata tudi sestava gojišča (Baš in sod., 2017) in površina (Boks in sod., 2008) na 
kateri biofilmi rastejo. V našem primeru so se biofilmi tvorili pod pogoji, ki omogočajo 
novonastalim biofilmom poleg večje filmotvornosti tudi večjo mehansko stabilnost (Baš 
in sod., 2017). Pomembno je poudariti, da čeprav smo odstranjevali šibko vezane celice, 
le teh nismo uspešno odstranili v celoti. Takšne celice niso del združbe biofilma ampak 
sedimentirajo na vrh le tega tekom inkubacije pri pogojih brez pretoka in se odstranijo 
že pri izpostavitvi blažjim laminarnim tokovnim razmeram. Za te celice je opaženo, da 
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so mehansko bistveno manj stabilne saj mehanska stabilnost biofilmov narašča z 
naraščujočim strižnim silam katerim so tekom rasti podvrženi (Stoodley in sod., 2002b). 
Pogoji brez pretoka pod katerimi so rastli biofilmi v našem primeru niso primerljivi s 
tistimi, ki jih najdemo v dejanskih vodovodnih sistemih. Če smo biofilme gojili direktno 
v vodovodnem sistemu, smo opazili, da tokovne razmere omogočajo fenotipsko 
prilagajanje na nadaljnje spiranje z bistveno višjim strižnim silam (približno 25-krat 
višje). Fenotipsko prilagojene biofilme, ki smo jih v nadaljevanju spirali s tako visokim 
strižnim silam, nismo uspeli v celoti odstraniti. Primerljivi rezultati so bili predhodno 
opaženi (Hwang in sod., 2014). V tem primeru biofilmov ni bilo moč odstraniti s 
strižnim silam, ki so bile 10-krat višje od tistih katerim so biofilmi bili izpostavljeni 
tekom rasti. 
Tekom eksperimentov smo opazili, da ko predhodno tvorjene biofilme izpostavimo 
spremenljivim strižnim silam, le te dinamično določajo nadaljnjo sturkturiranost 
biofilmov preko pojavov erozije in luščenja. Takšna odvisnost je dobro raziskana 
(Chambless in Stewart, 2007; Hwang in sod., 2014; Paul in sod., 2012). V našem 
primeru se rezultati skladajo s predhodnimi rezultati in logističnim modelom, ki je 
opisan zgoraj. Na splošno opazimo, da so za dozorele biofilme potrebne bistveno višje 
strižne sile, da jih odstranimo v celoti v primerjavi z nezrelimi biofilmi. Po drugi strani 
pa opazimo, da se dozoreli biofilmi pričnejo odstranjevati pri nižjih strižnih silah kot 
nezreli biofilmi. Sklepamo, da je to posledica večje debeline in nagubanosti dozorelih 
biofilmov, kar povzroči večji padec tlaka. Predvidevamo lahko, da bi pri spiranju 
dozorelih biofilmov, ki so se tvorili kot posledica daljših obdobji brez pretoka znotraj 
vodovodnih sistemov le te lažje (v primerjavi z nezrelimi biofilmi) diseminirali na 
nekolonizirana območja vendar jih zlahka ne bi odstranili. 
V primeru odstranjevanja predhodno tvorjenih biofilmov iz mrtvega rokava opazimo, da 
spiranje ni imelo učinka. Raziskave na tem področju so na splošno pomanjkljive. 
Izvedene so bile tako na modelnih vodovodnih sistemih (Liu in sod., 2019; Smith in 
sod., 1999) na različnih skalah kot tudi dejanskih vodovodnih sistemih (Barbeau in sod., 
2005; Ling in sod., 2018), vendar so mrtvi rokavi v teh raziskavah pogostokrat enačeni s 
pogoji brez pretoka. Prav tako se v večini primerov proučuje vpliv tokovnih razmer na 
suspendirane delce, medtem ko je vpliv na dejanske biofilme zanemarjen. V našem 
primeru smo opazovali biofilme, ki so se nahajali znotraj mrtvega rokava, tako pred kot 
tudi po spiranju. Opazili smo, da s spiranjem ni moč odstraniti že tvorjenih biofilmov v 
mrtvem kanalu. Skladno s tem smo opazili, da spiranje biofilmov, ki se nahajajo znotraj 
mrtvega rokava, ne prispeva opazno k povišanju števila planktonskih bakterij v 
vodovodnem sistemu. Na podlagi rezultatov, pridobljenih s pomočjo računske dinamike 
fluida, opazimo, da je na mestu biofilma bil prisoten pretok vendar so strižne sile bile 
prenizke, da bi lahko znatno vplivale na odstranjevanje tamkajšnjih biofilmov. Rezultati 
simulacij kažejo, da se že na globini enega premera cevi v notranjost mrtvega rokava 
vzpostavijo tokovne razmere, ki so se izkazale za nezadostne pri spiranju nezrelih 
Simunič U. Odstranjevanje bakterij v modelnih vodovodnih sistemih. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2020 
65 
 
biofilmov, neodvisno od uporabljenega prostorninskega pretoka. Sklepamo, da spiranje 
biofilmov iz mrtvih rokavov ni učinkovito. Takšni predeli znotraj infrastrukture 
vodovodnih sistemov so zelo problematični, saj jih bakterije lahko kolonizirajo in so v 
njih zaščitene pred izpiranjem v večjem obsegu. Ko so biofilmi enkrat ustanovljeni 
znotraj mrtvih rokavov, jih je s tokovnimi razmerami v glavnem kanalu nemogoče 
odstraniti in predstavljajo kronični vir za kolonizacijo preostalega vodovodnega 
sistema. 
5.3 VPLIV RAZLIČNIH OBLIK HIDRODINAMSKE KAVITACIJE NA UNIČENJE 
BAKTERIJ 
Hidrodinamska kavitacija uporabljena v tem delu ni bila učinkovita pri uničenju 
bakterij. Proučevali smo tako hidrodinamsko superkavitacijo kot tudi razvito nestabilno 
hidrodinamsko kavitacijo. Predhodno je bilo opaženo, da je s hidrodinamsko 
superkavitacijo moč uničiti planktonsko bakterijo E. coli (Šarc in sod., 2018). Čeprav so 
eksperimenti v našem primeru potekali pri enakih pogojih, na istem modelnem 
mikroorganizmu in smo uporabljali primerljivo merilno postajo, rezultatov Šarca in 
sodelavcev (2018) nismo uspeli ponoviti. V primeru razvite nestabilne hidrodinamske 
kavitacije je prav tako bila opažena uspešna inaktivacija bakteriofaga MS-2 (Kosel in 
sod., 2017) vendar vpliv na uničenje bakterije E. coli (pri bistveno nižjem številu pasaž) 
ni bil opažen (Šarc in sod., 2018). Vzrokov za slabo učinkovitost kavitacije na uničenje 
bakterij je lahko mnogo. Med te sodijo pH tekočine (Bagal in Gogate, 2014; Gore in 
sod., 2014; Mishra in Gogate, 2010; Patil in sod., 2014; Pradhan in Gogate, 2010; 
Saharan in sod., 2012), izhodiščna koncentracija onesnaževal (Wang in sod., 2009; 
Wang in Zhang, 2009) in viskoznost ter površinska napetost (Cai in sod., 2009; Guo in 
Cheng, 2001; Gogate in sod., 2003). Na takšne dejavnike lahko tamkaj prisotni 
mikroorganizmi vplivajo in s tem zmanjšujejo učinek hidrodinamske kavitacije. Tudi z 
znatnim povečanjem števila pasaž pri izpostavitvi bakterije E. coli nismo opazili učinka 
na uničenje bakterij. 
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Potrditev ali zavrnitev hipotez: 
• Turbulentni tok tekočine je učinkovitejši pri odstranjevanju dozorelega 
bakterijskega biofilma v primerjavi z laminarnim tokom tekočine. 
• V turbulentnem tokovnem režimu so novo nastali biofilmi tanjši, kot v 
laminarnem režimu. 
• Z uporabljeno hidrodinamsko kavitacijo nismo uspeli uničiti planktonskih 
bakterijskih celic. 
Preostali sklepi: 
• Z modelnimi vodovodnimi sistemi na mezo skali lahko uspešno proučujemo 
vpliv tokovnih razmer na biofilme znotraj realnih vodovodnih sistemov. 
• Industrijsko relevantne hitrosti toka (npr. 1,5 m ∙ s-1) so nezadostne za 
preprečevanje biološkega obraščanja in odstanjevanje biofilmov. 
• Delovanje strižnih sil med rastjo biofilmov le tem omogoča fenotipsko 
prilagajanje in obstojnost pri nadaljnji izpostavitvi bistveno višjim strižnim 
silam. 
• Obseg odstranjevanja biofilma v odvisnosti od Reynoldsovega števila je moč 
opisati z logističnim modelom. 
• Za odstranitev dozorelega biofilma so potrebna višja Reynoldsova števila v 
primerjavi z nezrelim biofilmom. 
• Spiranje dozorelih biofilmov v vodovodnih sistemih je praktično neizvedljivo. 
• Pri globini, ki presega enkratnik premera cevi znotraj mrtvega rokava, je vpliv 
strižnih sil na odstranjevanje biofilma zanemarljiv. 
• Pri globini znotraj mrtvega rokava, kjer je vpliv strižnih sil na odstranjevanje 
biofilma zanemarljiv, je prisoten snovni prenos, ki omogoča rast 
mikroorganizmom in tvorbo biofilma. 
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Dostop do neoporečne pitne vode je osnovna človeška potreba, njeno zagotavljanje pa 
sodi med najpomembnejša vprašanja v državah po celotnem svetu, predvsem v državah 
v razvoju. Tam okužbe povzročene s patogenimi bakterijami in virusi predstavljajo en 
izmed glavnih vzrokov za smrt prebivalcev. Glavni izziv industrije pitne vode je 
zagotoviti mikrobiološko in kemično varen izdelek z ustreznimi organoleptičnimi 
lastnostmi (Liu in sod., 2016; Šarc in sod., 2018). Patogeni mikroorganizmi pogostokrat 
izvirajo iz biofilmov, ki so posledica biološkega obraščanja v vodovodnih sistemih. 
(Costerton in sod., 1987). Biofilmi so potencialen vir bakterijske kontaminacije in lahko 
predstavljajo več kot 95 % celotne biomase, medtem ko je samo 5 % biomase prisotne v 
planktonski obliki. V mnogih primerih biofilmi vplivajo tudi na motnost, okus, vonj in 
barvo vode (Hallam in sod., 2001; Servais in sod., 1995). Rast biofilmov poveča upor 
toka (Cowle in sod., 2014), kar dolgoročno vpliva na hidravlično učinkovitost 
distribucijskega omrežja za pitno vodo. Poleg tega biofilmi v mnogih primerih izločajo 
kislinske metabolite, ki korodirajo betonske in kovinske cevi (Beech in Sunner, 2004; 
Emde in sod., 1992; Liu in sod., 2016; Starosvetsky in sod., 2001). Biološko obraščanje 
znotraj vodovodnih sistemov predstavlja resen problem, ki vsako leto terja velike 
finančne izgube (Flemming, 2011). Vpliv industrijsko relevantnih hidrodinamskih 
razmer na tvorbo in odstranjevanje biofilmov znotraj modelnih vodovodnih sistemov na 
mezo skali je na splošno slabo raziskano. 
V magistrski nalogi smo se osredotočili na troje: 
• Učinkovitost različnih tokovnih razmer na preprečevanje biološkega 
obraščanja. 
• Učinkovitost različnih tokovnih razmer na odstranjevanje že ustanovljenih 
biofilmov. 
• Učinkovitost različnih oblik hidrodinamske kavitacije na uničenje 
planktonskih bakterij modelnega mikroorganizma. 
V ta namen smo pripravili različne modelne vodovodne sisteme na mezo skali z vsemi 
ključnimi elementi (ventili, črpalka, zalogovnik, glavni in slepi kanali) znotraj katerih 
smo proučevali zgoraj našteto. Prav tako smo pripravili metodo, ki omogoča tvorbo 
večjih količin različno zrelih biofilmov na površini PMMA stekelca pod pogoji brez 
pretoka. 
Opazili smo, da je obseg biološkega obraščanja odvisen od tokovnih razmer. V primeru 
glavnega kanala je z naraščajočim prostorninskim pretokom obseg biološkega 
obraščanja padal, vendar tudi v primeru industrijsko relevantnih tokovnih razmer 
opazimo tvorbo biofilmov v bogatem gojišču že po dveh dneh. Takšni rezultati 
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nakazujejo na to, da zgolj strižne sile niso zadostne pri preprečevanju biološkega 
obraščanja znotraj vodovodnih sistemov. Prav tako smo opazili, da je arhitektura 
biofilmov odvisna od tokovnih razmer pri katerih so rastli. Pri višjih prostorninskih 
pretokih so se znotraj glavnega kanala tvorili tanjši biofilmi. V primeru mrtvega rokava 
smo opazili, da turbulentni tok fluida mimo mrtvega rokava poveča obseg biološkega 
obraščanja znotraj mrtvega rokava. Predpostavljamo, da je to posledica povečanega 
snovnega prenosa v mrtvi rokav in/ali naplavljanja bakterij, ki le tega niso zmožne 
zapustiti. Takšno opažanje je v neskladju s pogosto predpostavko, da je znotraj mrtvih 
rokavov odsoten pretok. 
Značilnih razlik v uspešnosti odstranjevanja nezrelih biofilmov med različnimi 
tokovnimi režimi nismo opazili. Industrijsko relevantne tokovne razmere so se izkazale 
za nezadostne pri odstranjevanju nezrelih biofilmov. V nadaljevanju smo opazili, da 
odstranjevanje biofilmov s spiranjem lahko opišemo z logističnim modelom. Opazili 
smo, da dozorelost biofilmov znatno vpliva na njihovo kljubovanje spiranju s tokovnimi 
režimi, pri čemer z zrelostjo biofilma narašča odpornost proti spiranju. Vzdrževanje 
tokovnih razmer, ki bi znotraj dejanskih vodovodnih sistemov v celoti odstranile na 
tokovne razmere fenotipsko neprilagojene biofilme, je praktično neizvedljivo. V 
nadaljevanju smo na tokovne razmere fenotipsko prilagojene biofilme izpostavili 
maksimalnemu prostorninskemu pretoku, ki ga je naš modelni vodovodni sistem 
dopuščal. Opazili smo, da takšna fenotipska adaptacija omogoča obstoj ob izpostavitvi 
bistveno višjim strižnim silam (vsaj 25-krat višjim) v primerjavi s tistimi katerim so 
biofilmi bili izpostavljeni tekom rasti. V primeru mrtvega rokava smo opazili, da ko so 
znotraj le teh biofilmi enkrat ustanovljeni, jih je s tokovnimi razmerami v glavnem 
kanalu nemogoče odstraniti in predstavljajo kronični vir za kolonizacijo preostalega 
vodovodnega sistema. V primeru hidrodinamske kavitacije sta se obe obliki v našem 
primeru izkazali za premalo učinkoviti pri uničenju planktonskih bakterij modelnega 
mikroorganizma.  
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Priloga A: Odtis biofilma, ki se je dotikal stene pretočne komore. Biofilmi na površini PMMA stekelca, 
ki so bili fiksirani s plamenom in kontrastirani z barvilom kristal vijolično. Kontrastiranje je potekalo kot 
je opisano v poglavju 3.2.9 (10 min inkubacija v 1 % (v/v) raztopini barvila kristal vijolično). Vijolično 
so obarvani biofilmi gfp-E.coli. Biofilme smo opazovali s tehniko mikroskopije v svetlobnem polju. 
Prikazani sta dve neodvisni pozitivni kontroli (10 min inkubacija pod pogoji brez pretoka; sliki A in B). 
Robove stekelc v tem sklopu eksperimentov še nismo oblepili z adhezijskim trakom. Črtkana črta ločuje 
predele stekelca, ki so bili izpostavljeni lumnu pretočne komore (spodaj), od predelov, ki so se dotikali 
stene pretočne komore (zgoraj). Merilo = 500 µm. 
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Priloga B: Vzdolžna rast biofilmov znotraj modelnega vodovodnega sistema. Biofilmi na površini 
PMMA stekelca, ki so bili fiksirani s plamenom in kontrastirani z barvilom kristal vijolično. 
Kontrastiranje je potekalo kot je opisano v poglavju 3.2.9 (10 min inkubacija v 1 % (v/v) raztopini barvila 
kristal vijolično). Vijolično so obarvani biofilmi bakterije gfp-E.coli. Biofilme smo opazovali s tehniko 
mikroskopije v svetlobnem vidnem polju. Prikazana sta dva neodvisna vzorca biofilmov (sliki A in B), ki 
so rastli 48 ur pod laminarnim tokovnim režimom (Re = 1 ∙ 103; Q = 0,6 L ∙ min-1) znotraj glavnega 
kanala modelnega vodovodnega sistema (kot je opisano v poglavju 3.2.9). Smer toka je potekala od leve 
proti desni. Merilo = 200 µm. 
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Priloga C: Reprezentativne slike novonastalih biofilmov znotraj modelnih vodovodnih sistemov. Biofilmi 
na površini PMMA stekelca, ki so bili fiksirani s plamenom in kontrastirani z barvilom kristal vijolično. 
Kontrastiranje je potekalo kot je opisano v poglavju 3.2.9 (10 min inkubacija v 1 % (v/v) raztopini barvila 
kristal vijolično). Vijolično so obarvani biofilmi bakterije gfp-E.coli. Biofilme smo opazovali s tehniko 
mikroskopije v svetlobnem vidnem polju. Prikazana sta vzorca biofilmov, ki sta rastla 48 ur pod pogoji 
brez pretoka (Re = 0; Q = 0 L ∙ min-1) znotraj glavnega kanala (A) ali mrtvega rokava (B) modelnega 
vodovodnega sistema. Prikazan je prav tako vzorec biofilma, ki je rastel 48 ur pod turbulentnim tokovnim 
režimom (Re = 1,6 ∙ 104; Q = 9,4 L ∙ min-1) znotraj glavnega kanala modelnega vodovodnega sistema (C). 
Eksperimenti so potekali kot je opisano v poglavju 3.2.11. V primeru toka fluida je le ta potekal od leve 
proti desni. Črni krogi označujejo mikrokolonije. Slika D prikazuje povečano vidno polje izbrane 
mikrokolonije, katere premer je znašal 17 µm in je vsebovala 49 celic. Merilo = 150 µm. 
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Priloga D: Prostorninski pretok močnejše potopne črpalke v odvisnosti od električne frekvence pri kateri 
je le ta delovala. Prostorninski pretok je bil izmerjen s pomočjo merilca pretoka. Podrobnejši opis 
modelnega vodovodnega sistema, ki je bil uporabljen tekom meritev in sam postopek pridobitve 
podatkov, je podrobneje opisan v poglavjih 3.2.6 in 3.2.8. Prikazane so povprečne vrednosti ± standardna 
deviacija kot tudi premica z najboljšim prileganjem in pripadajoč koeficient determinacije ter 95 % pas 
zaupanja (n = 2). 
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Priloga E: Rastna krivulja bakterije gfp-E. coli. Optična gostota in število kolonij v odvisnosti od časa 
inkubacije (priprava inokuliranega gojišča in postopki inkubacije opisani v poglavju 3.2.3., z izjemo, da 
smo tokrat uporabili 1 % (v/v) začetni inokulum prekonočne stresane kulture). Prikazane so povprečne 
vrednost ± standardna deviacija kot tudi logistična funkcija z najboljšim prileganjem in pripadajočim 
koeficientom determinacije (n = 2). 
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Priloga F: Rezultati spiranja nezrelih in dozorelih biofilmov bakterije gfp-E. coli. Priloga prikazuje 
pokritost površine in število kolonij v odvisnosti od Reynoldsovega števila oziroma prostorninskega 
pretoka. Uporabljen modelni vodovodni sistem z močnejšo potopno črpalko in sam potek eksperimentov 
je podrobneje opisan v poglavju 3.2.6. Prikazana je povprečna vrednost ± standardna deviacija (n = 3). 
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Priloga G: Gradient rasti biofilmov bakterije gfp-E. coli vzdolž dolžine PMMA stekelc. Priloga prikazuje 
pokritost površine v odvisnosti od oddaljenosti od vtočne strani PMMA stekelca (x = 0 mm). Uporabljen 
modelni vodovodni sistem z mrtvim rokavom in akvarijsko črpalko je podrobneje opisan v poglavju 
3.2.6. Eksperimenti so potekali kot je opisano v poglavju 3.2.11. Kontrastiranje in določanje pokritosti 
površine je potekalo kot je opisano v poglavju 3.2.9 (10 min inkubacija v 1 % (v/v) raztopini barvila 
kristal vijolično). Prikazane so neodvisne ponovitve kot tudi premica z najboljšim prileganjem in 
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Pokritost površine – 
nezrel biofilm gfp-
E. coli (slika 5) 
0,70 22 ± 1 22 ± 1 30 ± 20 2 ± 1 
Pokritost površine – 
nezrel biofilm gfp-
E.coli (slika 7) 
0,94 26 ± 1 0 ± 0 
3,9 ∙ 104 ± 2 ∙ 
103 
3,0 ± 0,5 
Število kolonij – 
nezrel biofilm gfp-
E. coli (slika /) 
0,98 0 ± 0 3,3 ± 0,1 
2,4 ∙ 109 ± 1 ∙ 
103 
4,8 ± 0,8 
Pokritost površine – 
dozorel biofilm gfp-
E.coli (Slika 7) 
0,90 65 ± 2 0 ± 0 
7,1 ∙ 104 ± 3 ∙ 
103 
7 ± 2 
Število kolonij – 
dozorel biofilm gfp-
E. coli (slika 7) 
0,98 0 ± 0 3,7 ± 0,1 
2,3 ∙ 104 ±  
1 ∙ 103 
3,5 ± 0,5 
Število kolonij – 
planktonska kultura 
gfp-E. coli (priloga 
E) 
0,99 
2,34 ∙ 107 ± 0 
∙ 100 
3,4 ∙ 109 ± 7 ∙ 
108 
240 ± 30 4,0 ± 0,5 
Optična gostota – 
planktonska kultura 
gfp-E. coli (priloga 
E) 
1,00 0,03 ± 0 1,8 ± 0,3 240 ± 30 27 ± 0,3 
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Priloga I: Rezultati simulacije CFD za hitrost toka v glavnem kanalu na XY oseh, pri Z = 0 m (sredina 
cevi). Prikazani so rezultati za 4 različne prostorninske pretoke (A: 0,6 L ∙ min-1. B: 9,4 L ∙ min-1. C: 35,6 
L ∙ min-1. D: 52,0 L ∙ min-1). Barvna lestvica za hitrost toka se nahaja na levi strani pripadajočega 
modelnega vodovodnega sistema. Tok je tekel v smeri X osi, od spodaj navzgor. Merilo = 20 cm. 
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Priloga J: Rezultati simulacije CFD za strižno napetost v glavnem kanalu na XY oseh pri Z = 0 m 
(sredina cevi). Prikazani so rezultati za 4 različne prostorninske pretoke (A: 0,6 L ∙ min-1. B: 9,4 L ∙ min-1. 
C: 35,6 L ∙ min-1. D: 52,0 L ∙ min-1). Barvna lestvica za strižno napetost se nahaja na levi strani 
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Priloga K: Rezultati simulacije CFD za hitrost toka v mrtvem rokavu na XY oseh pri Z = 0 m (sredina 
cevi). Prikazani so rezultati za 4 različne prostorninske pretoke (A: 0,6 L ∙ min-1. B: 9,4 L ∙ min-1. C: 35,6 
L ∙ min-1. D: 52,0 L ∙ min-1). Barvna lestvica za hitrost toka se nahaja na levi strani pripadajočega 
modelnega vodovodnega sistema. Tok je tekel v smeri X osi, od desne proti levi strani. Merilo = 10 cm. 
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Priloga L: Rezultati simulacije CFD za strižno napetost v mrtvem rokavu na XY oseh pri Z = 0 m 
(sredina cevi). Prikazani so rezultati za 4 različne prostorninske pretoke (A: 0,6 L ∙ min-1. B: 9,4 L ∙ min-1. 
C: 35,6 L ∙ min-1. D: 52,0 L ∙ min-1). Barvna lestvica za strižno napetost se nahaja na levi strani 
pripadajočega modelnega vodovodnega sistema. Tok je tekel v smeri X osi, od desne proti levi strani. 
Merilo = 10 cm. 
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Priloga M: Rezultati simulacije CFD za hitrost toka v mrtvem rokavu na XYZ oseh. Prikazani so rezultati 
za 4 različne prostorninske pretoke (A: 0,6 L ∙ min-1. B: 9,4 L ∙ min-1. C: 35,6 L ∙ min-1. D: 52,0 L ∙ min-1). 
Prikazana je projekcija »isosurface«, ki ločuje prostornino fluida na predele s hitrostjo toka 0 m ∙ s-1 
(temno sivo) in predele, ki so imeli hitrost toka različno od 0 m ∙ s-1 (svetlo sivo/prozorno). Tok v 
glavnem kanalu je tekel v smeri Y osi, od spodaj navzgor. Merilo = 10 cm. 
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Priloga N: Shematski prikaz pretočne komore. Slika A prikazuje sestavljeno pretočno komoro, z 
vstavljenim pokrovčkom, kamor smo pričvrstili PMMA stekelca z biofilmom. Slika B prikazuje 
približano vidno polje razstavljene pretočne komore, s pokrovčkom kamor smo pričvrstili PMMA 
stekelca z biofilmom in izpostavljenim lumnom pretočne komore. Tok v glavnem kanalu je tekel v smeri 
X osi. Dimenzije kanala pretočne komore so znašale 266 mm × 10 mm × 10 mm (dolžina × širina × 
višina). 
 
